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RESUMEN
Durante los últimos años la manera de hacer ciencia en biología molecular ha
cambiado radicalmente. Hace diez años un doctorando podía dedicar el trabajo de su
tesis a la secuenciación de un solo gen; ahora la secuenciación de genomas completos
posibilita un nuevo tipo de trabajo experimental. En esta era genómica disponemos de
una cantidad ingente de información y a pesar de las iniciativas de anotación
automatizada, es necesaria la intervención directa de los bioquímicos para decidir cual
es el verdadero contenido de los genomas.
En esta memoria presento el trabajo que hel realizado en nuestro laboratorio con
los genes del complejo Troponina en insectos. Hemos conseguido establecer
definitivamente cual es el número total de genes que codifican la Troponina C, y el de
isoformas de procesamiento alternativo presentes en los genes de la Troponina T y la
Troponina I. Se ha establecido el patrón de expresión de este repertorio de isoformas y
su utilización diferencial en los diferentes tipos musculares de los insectos estudiados.
El análisis evolutivo que hemos realizado no sólo nos ha permitido localizar
nuevos elementos de los genes ya descritos por comparación, sino que nos ha permitido
reconstruir la historia evolutiva de estos genes y describir así una variedad de
"soluciones evolutivas" muy diversas para cada tipo de gen y organismo. Merece interés
el hecho de que aunque el camino evolutivo seguido por algunos genes en distintas
especies ha sido diferente, el resultado final ha sido convergente, hasta el punto de que
un repertorio similar de isoformas se puede encontrar en todos los insectos investigados.
Los músculos indirectos de vuelo han sido especialmente considerados dadas sus
especiales características, su asincronía producida por el fenómeno de activación por
estiramiento. Algunos de los nuevos genes e isoformas descritas podrían estar
implicados en este mecanismo, que curiosamente ha evolucionado independientemente
en distintos tipos de insectos. Combinando los dos tipos de abordaje utilizados, es decir,
la coexpresión de isoformas en diferentes tejidos musculares de los insectos, y la
coevolución de las secuencias implicadas en esas isoformas, hemos podido construir un
modelo que explica el papel que puede tener toda la variabilidad genética descrita, en el
contexto funcional de la regulación de la contracción muscular por el filamento fino en
Drosophila.
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SUMMARY
During the last years, molecular biology research methods have changed
remarkably. Ten years ago, a PhD student inverted several years of work for
sequencing and characterizing a single gene. The amount of information that the
genome projects provide, possible a new kind of research. In the current genomic era,
annotation of the genomes although intended to be performed automatically, is still
dependent on the direct analysis by fíeld-experienced scientish for the deciphering of
the genome information.
In this report I present the work performed during my PhD Thesis work on the
Troponin Complex genes in insects. I have definitively established the number of genes
that code for Troponin C, and how many alternative spliced isoforms are produced from
Troponin T and Troponin I genes. Expression pattern of this isoform repertoire and their
diferential utilization in Drosophila muscle types has been established.
The evolutive analysis we have performed, not only has allowed us to identify
new gene components initially omitted and revealed by secuences comparison among
species, but also has encouraged us to rebuild the evolutive story of these genes in
which each gene and organism has choosen a different evolutive solution to obtain their
genetic variability. It is worth noticing that the different evolutive path has been
followed by particular genes in different species, but the final result is a convergent
series of genes, up to the point that similar repertoire of Troponin genes and isoforms
has been found in all the insect species studied.
The indirect flight muscles have been specially considered for their particular
properties such as their asyncronical contraction produced by the so-called strech
activation phenomenon. Some of the new genes and isoforms described in this report
could be related to this phenomenon, that interestingly has evolved independently in
different groups of insects. Putting together both approaches utilized, namely, the
expression pattern of troponin isoforms in different muscle tissues in insects, and the
coevolution of these isoforms secuences, we propose a model of the role that the
described genetic variability can play in the functional context of the contraction
regulation in thin filaments of Drosophila muscle.
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Ab Apidae silvestre aislada en el campus de Medicina (UAM).
Li Lethocerus indicus
TpnC Troponina C (unión de Calcio)
Tpnl Troponina I (Inhibidora)
TpnT Troponina T (Transductora o unión de Tm)
Tm Tropomiosina
TmH (TpnH) Tropomiosina H (o Troponina H, del inglés '"Heavy")
Act Actina
LMCA Ancestro común de los metazoos (del inglés Late Metazoan Common Ancestor)
LACA Ancestro común de los artrópodos
LICA Ancestro común de los insectos
URE del inglés Upstream Regulatory Element
IRÉ del inglés Intron Regulatory Element
DNA Ácido desoxirribonucléico (acrónimo del inglés)
RNA Ácido ribonucleico (acrónimo del inglés)
1SS Estación Espacial Internacional (del inglés Internacional Space Station)
RT-PCR Retrotranscripción seguida de Reacción en Cadena de la Polimerasa
Bp y KBp Par de bases y mil pares de bases
Aa Aminoácidos
KDa Kilodalton
IFM Músculos indirectos del vuelo (del inglés Indirect Flight muscles)
TDT Músculo del salto (del inglés Tergal Depressor of the Trochanter)
AEDT Ácido etilendiamintetracético
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INTRODUCCIÓN
Los insectos en el árbol de la vida
Desde que Darwin estableciera definitivamente el papel de la evolución
biológica en el origen de las especies (1859), hemos avanzado en la comprensión de los
fenómenos que han generado la ingente cantidad de organismos que existen, y que han
existido, en nuestro planeta. Aunque han pasado casi 150 años desde su trabajo, los
mecanismos que controlan la especiación no se comprenden bien aún. No sólo se han
encontrado ejemplos de evolución alopátrica (producida cuando una población queda
aislada del resto de su especie y evoluciona independientemente) sino que aún hoy se
publican ejemplos de evolución simpátrica espectaculares (Sorenson, Sefc y Payne,
2003).
Aunque hoy se tiende a olvidar, la clasificación de los organismos vivos
tampoco resulta trivial. La taxonomía y la filogenia de los organismos se aproxima
bastante cuando estudiamos grupos relativamente próximos de organismos, incluso
hasta el nivel de filo, por ejemplo los cordados. Sin embargo los orígenes y relaciones
filogenéticas de los eucariotas primitivos son una incógnita (Baldauf, 2003a). Los
principales grupos que nos van a interesar aparecen reflejados en la figura 1A. Dentro
de los metazoos hay dos grandes grupos, los deuterostomos (que incluyen los
precordados y los cordados), y los protostomos, que a su vez incluyen los grupos de
lofotrochozoos (moluscos y anélidos entre otros) y eedisozoos (artrópodos y
nemátodos). Los grupos de artrópodos mas diversificados son los crustáceos e insectos.
La extraordinaria adaptabilidad de los insectos a múltiples nichos ecológicos les
ha hecho prosperar durante más de 300 millones de afios. Los insectos, el grupo de
animales con mayor número de especies descritas, esta bien ubicado en el árbol de la
vida (Varios autores, 2003). Las radiaciones evolutivas más importantes durante la
evolución de los insectos aparecen reflejadas en la figura IB. Algunos de los insectos
más primitivos aún no podían plegar sus alas sobre el abdomen, como por ejemplo las
libélulas (Odonata), pero la adaptación evolutiva que más nos va interesar en los
insectos se refiere al sistema de contracción de los músculos de vuelo. En algunos
órdenes superiores de insectos (subrayados en la figura IB) los músculos del vuelo
tienen un mecanismo de contracción asincrónico (mayor frecuencia de batido al número
de estímulos nerviosos que recibe la fibra muscular), y se denominan músculos
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indirectos de vuelo (IFM) por estar anclados a la cutícula del tórax y no directamente a
las alas. Las relaciones filogéneticas entre estos grupos implican que esta adaptación ha
evolucionado independientemente en distintos tipos de insectos (Peckham y otros,
1992).
Hace ya un siglo que Drosophila melanogaster comenzó a utilizarse como
sistema modelo. Muchos son los motivos que provocaron la introducción de este
sistema en los laboratorios de genética de todo el mundo (ampliamente analizados en
Kohler, (1994)). Drosophila es un organismo de pequeñas dimensiones y se alimenta de
frutas fermentadas y levaduras, por lo que su mantenimiento no necesita mucho espacio
y es barato. Tiene un tiempo de generación relativamente corto, su ciclo vital es de unos
11 días, por lo que se pueden realizar experimentos de selección (ver Anexo) y genética
con relativa facilidad, especialmente desde que se desarrollaron las técnicas genéticas
clásicas (mutantes, marcadores, balanceadores, etc .) por la escuela de Morgan.
Además el descubrimiento de las técnicas de transformación mediadas por elementos P
(Spradling y Rubin, 1982) han simplificado enormemente la generación de líneas
transgénicas. El extensivo trabajo realizado con esta especie durante un siglo unido a la
reciente secuenciación de su genoma (Adams y otros, 2000) hace de Drosophila uno de
los organismos modelo mejor conocidos.
El éxito científico obtenido con Drosophila melanogaster a principios del siglo
XX propició que algunos científicos extendieran su trabajo a otras especies de este
género. Un papel relevante en ello tuvieron A. Sturtevant, discípulo de Morgan, y T.
Dobzhansky. En términos evolutivos Drosophila ha resultado ser tan productiva como
en los clásicos campos del desarrollo y la genética (Powell, 1997). Se han descrito más
de 2000 especies dentro de este género, y más de 800 son endémicas del archipiélago de
Hawai. En la figura 1C podemos observar las relaciones filogéneticas que vinculan las
especies de insectos que hemos utilizado en esta memoria. El género Drosophilidae se
divide básicamente en dos subgéneros producidos por dos intensas diversificaciones de
las especies, el subgénero Drosophila (representado por D. virilis en nuestro estudio)
que también engloba las Drosophilas hawaianas (clasificadas en el subgénero
alternativo ¡diomyia por algunos autores (Powell, 1997)) y el subgénero Sophophora.
En este último grupo encontramos la especie D. melanogaster, cuyo origen
biogeográfico se encuentra en el África subsahariana, pero que actualmente se encuentra
extendida por todo el mundo, y las especies de climas templados D. pseudoobscura
(variedad norteamericana, cuyo genoma está prácticamente secuenciado) y D.
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subobscura (variedad europea, aunque una pequeña invasión llego a Sudaménca unos
















































FIGURA 1. Los insectos en el árbol de la vida. En esta figura se muestran las relaciones evolutivas
entre distintos tipos de organismos. A) Principales divisiones de los metazoos. B) Relaciones
filogenéticas en los artrópodos, y especialmente entre las familias más diversificadas de insectos. Los
grupos de insectos en los que se ha localizado el mecanismo asincrónico de los IFMs aparecen
subrayados {Peckham y otros, 1992), implicando que este mecanismo se ha producido varias veces
durante la evolución de los insectos. C) Representación de la distancia evolutiva (en millones de años) y
relaciones filogenéticas entre los insectos utilizados en este trabajo.
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Estas especies de Drosophila nos van a permitir estudiar cómo han evolucionado
los genes del complejo Troponina durante los últimos 60 millones de años
aproximadamente. Este tiempo es suficiente para encontrar altas variaciones de
secuencia en regiones no traducidas que pueden ser utilizadas para estudios de
regulación de la expresión génica (Benoist y otros, 1998, Mas, García-Zaragoza y
Cervera, En prensa). En nuestro caso vamos a estudiar las secuencias codificantes de los
genes y algunos eventos "raros" en la evolución molecular, como son las inserciones y
deleciones de ¡ntrones. Para ello hemos extendido nuestro análisis a dos grupos más de
insectos (Figura 2). Por un lado otro género de dípteros, Culicidae, cuyo representante
más conocido es Anopheles gambiae (disponemos en el laboratorio de muestras de dos
especies más de este género, Anopheles dinis y Anopheles quadrimaculatus, pero a
pesar del interés comparativo que tendrían estos datos, por problemas técnicos, no se
presentará ningún resultado con estas especies). Dado que este mosquito transmite la
malaria su importancia biomédica ha promovido la secuenciación de su genoma en tan
sólo un ano y medio (Holt y otros, 2002). Esto ha motivando la aparición de nuevos
trabajos de comparación de su genoma con el de Drosophila (Zdobnov y otros, 2002).
Algunos datos de este trabajo están reflejados en la Tabla 1. Es relevante señalar que
aunque ambos organismos disponen de cuatro cromosomas, la macro y microsintenia
(ordenamiento relativo de los genes en los cromosomas) no se han conservado, como
comprobaremos más adelante en el caso de los genes Troponina. De hecho ni siquiera
están conservadas dentro del genero Anopheles (Sharakhov y otros, 2002).
Anopheles Drosophila
Tamaño de! genoma (bp)
Longitud media de las proteínas (aa)
Longitud media de los mirones (bp)
Longitud media de los exones (bp)
Número total de exones
Número total de ¡ntrones
Longitud total codificante (bp)
Longitud total de los intrones (bp)



















TABLA 1. Comparición de los genomas de Drosophila melanogasler y Anopheles gambiae. El dalo
mas relevante es el aumento en la longitud de los intrones del mosquito, de un modo paralelo al aumento
en el tamaño de su genoma. Datos extraídos de (Zdobnov y otros, 2002).
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Drosophila Drosophila Drosophila Drosophila Drosophila
virilis pseudoobscuraohscura suhobscura melanogaster sUvestris




FIGURA 2. Imágenes y localización geográfica de las especies utilizadas. En verde (línea superior) se
muestran las especies de Drosophila utilizadas. En la línea inferior se muestran otros insectos utilizados,
en rojo los mosquitos (la secuenciación de Aedes aegypii aún no ha avanzado lo suficiente para obtener
sus genes Troponina) y en azul la abeja común utilizada en apicultura (hemos utilizado también una
especie silvestre del género Apidae).
El tercer grupo de insectos que hemos incluido en nuestro estudio son las abejas
(himenópteros). Al estar más alejados evolutivamente de Drosophila nos han permitido
definir mejor el origen de la variabilidad genética de los genes Troponina en los
insectos. Al igual que ocurre con D. pseudoobscura la secuenciación del genoma de la
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abeja está casi completada (en este caso por ser Apis mellifera el insecto más interesante
para la economía humana). El tamaño de este insecto, mucho mayor que el de
Drosophila, ha permitido realizar disecciones mucho más exactas de distintos grupos de
músculos para estudiar en ellos la expresión de los genes Troponina. Ademas de
disponer de la especie Apis mellifera (Am) hemos obtenido una población silvestre del
género Apidae (Ab) del propio campus de Medicina de la UAM.
Ciclo vital y tipos musculares en los insectos
Los insectos holometábolos como Drosophila, Anopheles y Apis poseen un ciclo
vital dividido en dos fases, separadas por la metamorfosis (Figura 3A). En el caso de
Drosophila el desarrollo embrionario a 25°C (Bate y Martinez-Arias, 1993, Powell,
1997) dura unas 24 horas, momento en el cual emerge la larva que pasará por tres
estadios larvarios mudando dos veces la cutícula. A los 5 días de desarrollo comienza la
pupación de la larva. En este momento la mayoría de los tejidos larvarios serán
histolizados y la morfología del adulto se generará a partir de los discos imagínales. El
adulto emerge del pupario aproximadamente el décimo día del desarrollo. La
reproducción será posible de 6 a 8 horas tras la emergencia y la vida media de
Drosophila en condiciones óptimas se sitúa en unas ocho semanas. Los individuos
pueden ser sexados en base a varios criterios; el tamaño, mayor en las hembras, la
pigmentación y forma del abdomen (ver figura 3A) y el "sex comb" o peine sexual del
primer par de patas, ausente en las hembras (Demerec, 1950).
Drosophila va a disponer por tanto de dos sistemas musculares distintos, el
embrionario-larvario y el de adulto (Bate y Martinez-Arias, 1993). Durante la
embriogénesis se genera la musculatura embrionaria, compuesta por los músculos
hipodérmicos (mantienen la integridad de la larva y permiten su locomoción), los
músculos viscerales longitudinales y transversales (responsables de los movimientos
peristálticos del sistema digestivo) y el conducto dorsal que combina las funciones del
corazón y la aorta de los vertebrados (figura 3B). El sistema muscular del adulto (figura
3C) no se genera por completo a partir de los discos imagínales. Los músculos
hipodérmicos y los IFM dorso-ventrales se generan a partir de esbozos de los músculos
larvarios que no se histolizaron completamente (Ruiz Gómez y Bate, 1997). Los
músculos cefálicos, los músculos del salto (TDT) y los IFM dorso-longitudinales se
generan a partir de precursores localizados en los discos imagínales (Fernandos. Bate y
Vijayraghavan, 1991).
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FIGURA 3. Ciclo vital y sistemas musculares de Drosophila. A) Como se describe en et texto, el
desarrollo de Drosophila comprende una fase larvaria y una fase de pupación que culmina con la eclosión
a los 10 días. Las príncipales diferencias morfológicas entre hembras y machos son expuestas, así como el
aspecto de una hembra virgen recién emergida. B) Musculatura embrionario-larvaria. C) Musculatura del
adulto. Mientras que los músculos abdominales y larvarios mantienen su identidad segmental, los IFMs
del adulto se extienden a lo largo de los tres segmentos torácicos y se han generado, en parte, ''de novo".
Imágenes modificadas a partir de las obtenidas en la página web Flymove, en Bate y Martinez-Arias
(1993)yenDemerec(1950).
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Los músculos más interesantes para la mayoría de los investigadores interesados
en la contracción muscular en Drosophila son aquellos relacionados con el vuelo. En
condiciones de laboratorio la capacidad de volar es prescindible para estos insectos por
lo que se pueden localizar mutantes de genes musculares implicados en el vuelo sin
afectar a la viabilidad del organismo. Los músculos del salto (TDT) son necesarios para
el despegue de las moscas y los músculos directos de vuelo (DFM) están implicados en
el control de la posición de las alas, siendo los músculos indirectos de vuelo (IFM) los
que proporcionan la propulsión necesaria para el batido de las mismas. Los músculos
indirectos de vuelo reciben su nombre por su mecanismo de acción, ya que no mueven
directamente las alas, sino que por su distribución y anclajes en el tórax provocan un
movimiento oscilatorio en la cutícula del insecto que se transmite así a las alas. En
primer lugar las fibras dorsoventrales (Figura 4A en azul) provocan la elevación de las
alas y la posterior contracción de las fibras dorsolongitudinales (Figura 4B en verde)
provoca el batido (Vigoreaux, 2001).
Los IFM tienen además la propiedad de ser asincrónicos. El resto de músculos
de Drosophila y los músculos esqueléticos de los vertebrados tienen una frecuencia de
contracción no superior a 50 Hz. Los IFM de Drosophila alcanzan frecuencias de 200
Hz y en algunos mosquitos pueden incluso superar esos valores. Si los IFM
respondieran de forma sincrónica a los impulsos nerviosos que promueven su
contracción, el alto número de impulsos nerviosos provocaría una contracción tetánica
incontrolable. Los IFMs en algunos insectos y el músculo cardiaco de los vertebrados
son asincrónicos, se activan con una frecuencia mayor al número de estímulos nerviosos
que reciben, consecuencia del fenómeno denominado activación por estiramiento
(strech-activation). Este fenómeno implica la existencia de isoformas específicas de
IFM. El impulso nervioso es necesario para iniciar y regular la intensidad de la
contracción por los niveles de calcio intracelular. Este mecanismo pudo haber surgido
para minimizar la energía necesaria durante la contracción por efecto de la propia
elasticidad torácica (Sparrow, 1995), y precisamente este ahorro energético ha
provocado la mejor adaptabilidad evolutiva de los insectos con IFM y su amplia
distribución geográfica. Ya se ha comentado que este mecanismo ha surgido y ha sido
seleccionado independientemente en diferentes tipos de insectos.
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FIGURA 4. Distribución y funcionamiento de los músculos del vuelo en Drosophila. A) Localización
de los paquetes musculares torácicos mayoritarios. IFM-DL (verde) , IFM-DV (azul) y TDTs (rojo).
También se muestran otros pequeños músculos. B) Mecanismo oscilatorio propuesto para la contracción
asincrónica de los Ir Ms y su repercusión en la alta frecuencia del batido de las alas. La contracción de las
fibras IFM-Dorsoventrales provoca la elevación de las alas y la posterior contracción de las fíbras IFM-
Dorsolongitudinales provoca el batido. Al ser fíbras antagonistas, la contracción de unas provoca la
relajación de las otras permitiendo que, por la propia elasticidad del tórax, el sistema entre en oscilación
provocando un alto número de batidos por segundo con un consumo energético mínimo. Figura tomada
deVigoreaux(200l).
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El sarcómero como unidad funcional de las fibras musculares
La composición molecular de las fibras musculares, especialmente en el caso del
músculo estriado de vertebrados, está siendo estudiada extensivamente identificándose
nuevos miembros de la intricada red de macromoléculas que lo forman, como puede
verse en las revisiones más recientes (Clark y otros, 2002). La apariencia de las
mioñbrillas al microscopio óptico se puede observar en la figura 5A. La unidad
contráctil básica del músculo es el sarcómero, delimitado por los discos Z donde se
anclan los sistemas tubulares del mismo. La banda I (Isotrópica al microcopio óptico)
está compuesta básicamente de filamentos de actina (filamentos finos). La banda A
(Anisotrópica al microscopio óptico) contiene además los filamentos de miosina
(filamentos gruesos). Dos filamentos compuestos por proteínas gigantes (nebulina y
titina) completan la arquitectura básica del sarcómero y conectan las redes de filamentos
con los discos Z y la zona central del sarcómero (disco M).
Los filamentos gruesos están compuestos principalmente por hexámeros de
miosina (dos cadenas pesadas -180kDa-, dos ligeras reguladoras y dos ligeras esenciales
-20KDa-). Las cadenas pesadas aparecen enrolladas formando una estructura "coiled-
coil" (Cohén y Holmes, 1963) con sus dominios de hélice alfa, mientras que utilizan dos
regiones globulares para interaccionar con las cuatro cadenas ligeras. En las regiones
globulares aparecen los sitios de unión de ATP y la zona de interacción con el filamento
fino. En el filamento grueso de invertebrados se han localizado proteínas adicionales,
como la paramiosina y la miniparamiosina (Epstein y otros, 1985, Vinos y otros, 1991,
Maroto y otros, 1995) cuyas proporciones relativas varían en distintos tipos musculares.
Estas isoformas exclusivas de invertebrados pueden estar implicadas en el hecho de que
en estos organismos los filamentos de actina y los de miosina regulan simultáneamente
la contracción muscular (Lehman y Szent-Gyorgyi, 1975).
Los filamentos finos (Figura 5B) están compuestos por la asociación de
monómeros de actina G (42 KDa) capaces de unir ATP, que se asocian desde la banda
A hasta el disco Z. El resultado es una doble hélice dextrógira (actina F) de 14
monómeros por vuelta, sobre cuyos surcos se disponen dos monómeros de
Tropomiosina (Tm, 45 KDa cada uno), parcialmente arrollados que interaccionan entre
sí cabeza-cola. Un complejo Troponina, principal regulador de la contracción muscular
en vertebrados (Filatov y otros, 1999, Gordon, Homsher y Regnier, 2000), se sitúa sobre
cada molécula de Tropomiosina.
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FIGURA 5. El sarcómero como unidad funcional del músculo. A) Representación esquemática de la
apariencia de las fibras musculares al microscopio óptico, resaltando los filamentos finos de actina (rojo)
en la banda I, los filamentos de miosina (verde) en la linea M y ambos filamentos en la banda A
(anisotrópica al microscopio óptico). Aparece recuadrado un sarcómero, cuya composición y
organización molecular en vertebrados esta representada en el esquema inferior (Clark y otros, 2002). B)
Distribución de los componentes del filamento fino en vertebrados. C) Desplazamiento de la
tropomiosina con respecto a la actina en presencia de calcio. Figuras tomadas de Alberts y otros (1996).
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Cuando el estímulo nervioso que promueve la contracción alcanza la fibra
muscular se provoca un aumento en la concentración intracelular de calcio. El complejo
Troponina es capaz de detectarlo, promoviendo una cascada de cambios
conformacionales que desemboca en un desplazamiento de la tropomiosina sobre el
filamento de actina (Figura 5C). De este modo queda expuesto el dominio de
interacción con la miosina y el entrecruzamiento entre el filamento fino y el grueso
provoca la contracción muscular (Craig y Lehman, 2001).
Componentes del complejo Troponina
El complejo Troponina está formado por tres proteínas. La Troponina C (TpnC)
es la encargada de detectar el aumento intracelular de calcio. La Troponina I (Tpnl)
tiene un papel inhibidor, encargada en condiciones básales de calcio de bloquear la
acción de la Troponina T (TpnT), cuyo papel es transmitir a la Tropomiosina el cambio
conformacional necesario para que se produzca la contracción (Figura 6A). Las
secuencias específicas que intervienen en las distintas interacciones en el complejo
Troponina de vertebrados (Figura 6C) se han localizado utilizando construcciones con
distintos dominios mutados (Reinach y otros, 1997, Filatov y otros, 1999).
La TpnC tiene una estructura que recuerda a una mancuerna (Figura 6B). Está
constituida por dos dominios globulares separados por dos hélices a unidas por una
glicina (Grabarek, Tao y Gergely, 1992), a la cual se atribuye la movilidad necesaria
que permite el plegamiento de la proteína para adquirir una disposición más compacta
en presencia de Ca2+. Cada dominio globular posee dos manos EF encargadas de ligar
cationes. Las afinidades de cada mano EF han sido estudiadas en mamíferos. En el
dominio carboxilo terminal se localizan la tercera y cuarta manos EF, ambas con alta
afinidad por Ca2+/Mg . Dado que este dominio se considera estructural por estar
siempre ocupado por cationes, su secuencia debería estar mejor conservada que la del
dominio amino terminal, dominio regulador, que posee la primera y segunda manos EF,
ambas con baja afinidad por Ca2+ y libres en condiciones básales. Estas estructuras y
afinidades se han caracterizado en otras proteínas, como la proteína reguladora de la
cadena ligera de la miosina (da Silva, Kendrick-Jones y Reinach, 1995), demostrando
que la especificidad y afinidad por iones Ca2+ o Mg2+ se conserva en distintas proteínas.
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FIGURA 6. Estructura del complejo Troponina en vertebrados. A) Representación de la estructura
del complejo Tpn en condiciones básales de calcio (izquierda, la TpnC solo tiene ocupadas las dos manos
EF con alta afinidad por Ca2+) y en alta concentración de calcio (derecha, la TnC tiene ocupados los
cuatro sitios de unión a Ca2+ y se une a la Tnl con ambos dominios de modo antiparalelo (C1 con N1 y N1
con C) iniciando los cambios estructurales en el complejo, y en la Tropomiosina, que acaban liberando el
sitio de unión de la ATPasa en los monómeros de actina para provocar la contracción muscular). B)
Representación de los dominios de interacción en condiciones básales de calcio (flechas blancas) o en alta
concentración de calcio (flechas negras) en mamíferos (Filatov y otros, 1999). O Estructura
tridimensional obtenida por cristalización de una TpnC de vertebrados (Oryctolagvs cuniculus). Las
manos EF 3 y 4 en el dominio C' siempre están ocupadas por cationes calcio o magnesio.
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Sin embargo las Troponinas C de vertebrados e invertebrados son bastante
diferentes. De hecho, aparecen en grupos distintos de la clasificación de proteínas con
manos EF de Kretsinger (Nakayama, Moncrief y Kretsinger, 1992, Nakayama y
Kretsinger, 1993, 1994, Kawasaki, Nakayama y Kretsinger, 1998), e incluso algunas
manos EF han perdido su funcionalidad en las Troponinas C de invertebrados. Se han
publicado trabajos sobre las TpnCs en algunos invertebrados como C.elegans, así como
en Balanus nubilm (un tipo de percebe, un crustáceo), Chlamys nipponensis akazara
(un molusco) y el hemíptero Lethocerus indicus (Allhouse y otros, 1999, Ojima y otros,
2000, Ueda y otros, 2001, Qiu y otros, 2003), estableciéndose la inequívoca
funcionalidad de la cuarta mano EF. En todos los casos tiene un papel regulador (baja
afinidad por calcio), no como en mamíferos, en los cuales esta mano EF tiene alta
afinidad por calcio/magnesio. También se ha observado que una región diferente de la
cuarta mano EF en la mitad carboxilo terminal de la TpnC de percebe une magnesio,
estabilizando la interacción TpnC-Tpnl. En los mismos trabajos se describe que cuando
aparecen dos isoformas diferentes de TpnC en un mismo tejido, normalmente una de
ellas sólo tiene funcional la cuarta mano EF mientras que la otra también mantiene la
funcionalidad de la segunda mano EF.
La Troponina 1 y la Troponina T tienen un papel básicamente estructural dentro
del complejo Troponina, no obstante la Troponina I es capaz de inhibir la actividad
ATPasa de la actomiosina independientemente (Leavis y Gergely, 1984). Su tamaño
molecular es muy variable dado que existen diferentes isoformas obtenidas por
procesamiento alternativo de exones. La ¡soforma más abundante de Troponina I en
vertebrados tiene un peso molecular de 21 KDa, mientras que sus homólogos en
Drosophila tienen pesos moleculares teóricos de 25, 30 y 35 KDa dependiendo de los
exones alternativos utilizados (Barbas y otros, 1991, Barbas y otros, 1993). Desde el
punto de vista estructural es capaz de interaccionar con la TpnC, la TpnT y la actina de
una manera calcio-dependiente, utilizando para ello la mayor parte de su extensión
(Figura 6B).
La Troponina T también tiene un tamaño menor en vertebrados (36-39 KDa,
(Schiaffino y Reggiani, 1996)) frente a D. melanogaster (47-53 KDa, (Bullard y otros,
1988)). En este caso, el aumento de tamaño se debe en gran parte a una cola de
poliglutámicos en la región carboxilo terminal de la TpnT de invertebrados, cuyo
tamaño es variable en los diferentes grupos fi logenéticos (Benoist y otros, 1998).
Aunque prácticamente la totalidad de la proteína participa en la interacción con la Tpnl
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y la Tm para mantener la integridad del complejo Troponina (Filatov y otros, 1999,
Gordon, Regnier y Homsher, 2001), se ha descrito que puede tener un papel directo en
la unión de cationes calcio, tanto en vertebrados (Potter y otros, 1995, Schaertl, Lehrer y
Geeves, 1995) como en invertebrados (Domingo y otros, 1998).
Los genes del complejo Troponina en Drosophila melanogaster
El primer dato relevante en cuanto al complemento genético que produce los
componentes del complejo Troponina es el número de genes implicados en vertebrados
y en insectos (Tabla 2). Los vertebrados sólo poseen dos genes que codifican para la
Troponina C y no poseen procesamiento alternativo, mientras que, como se ha
establecido durante el trabajo de esta tesis, el número de genes TpnC en insectos llega
incluso a seis en el caso del mosquito A. gambiae (Herrara, Mateos y Marco, Enviado).
En cambio, aunque no se han detectado todas las isoformas posibles en vertebrados, se
ha descrito que la TpnT y la Tpnl están codificadas por tres genes cada una, y que
ademas, poseen exones procesados alternativamente, mientras que los invertebrados
sólo poseen una copia de cada gen. Estos genes están agrupados en el genoma del ratón
y el humano por parejas, sugiriendo una coevolución de los genes de la TpnT y la Tpnl
(Barton y otros, 1999, Huang y Jin, 1999). Sin embargo la funcionalidad de los
miembros de los pares no es homogénea. Un posible esquema de la diversificación de
estos genes (figura 7) sugiere una duplicación ancestral paralela del gen de la TpnC y el
cluster TpnT-Tpnl para dar cabida a las diferenciación de los tejidos musculares de los
vertebrados (Oota y Saitou, 1999), por un lado fibras esqueléticas rápidas y por otro las
esqueléticas lentas y las cardiacas. En una segunda diversificación, el cluster
lento/cardiaco de TpnT-Tpnl se duplicó y cada gen se especializó independientemente
en los dos tejidos. Los genes TpnC no se duplicaron en este segundo evento.
A principios de los noventa se descubrieron los genes de D. melanogaster que
codificaban para la TpnT (Bullard y otros, 1988) y la Tpnl (Barbas y otros, 1991). La
secuenciación de las regiones no codificantes de los genes permitieron identificar
exones que inicialmente habían sido omitidos (Barbas y otros, 1993, Benoist y otros,
1998). La figura 8A presenta la estructura de ambos genes extraída de los artículos
citados anteriormente. Al igual que ocurre en los genes homólogos de mamíferos se
puede localizar una región de variabilidad, por procesamiento alternativo, en la región
5' y en la región 3 ' terminal en el caso del gen de la Tpnl. En el caso de la TpnT sólo se
había descrito variabilidad en la región 5' (Benoist y otros, 1998).
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FIGURA 7. Esquema propuesto para la evolución de los genes Tpn en mamíferos. Los genes TpnT y
Tpnl aparecen siempre en parejas en los genomas de humanos y ratones. Utilizando la localización
cromosómica de estos genes en humanos (Barton y otros, 1999) es posible inferir la coevolución de los
















































TABLA 2. Número de genes que codifican los componentes del complejo Tpn en distintos organismos. Se
observa un claro contraste en el número de genes que codifican para TpnT o Tpnl en mamíferos frente al gen
único en invertebrados. Del mismo modo sólo dos genes sin procesamiento alternativo codifican para la TpnC
en mamíferos y, avanzamos en esta tabla, hemos localizado hasta seis genes de TpnC en el mosquito de la
malaria. Los genes TpnC de tipo II se muestran en cursiva y los de tipo III en negrita. SS= slow skeletal (fibra
lenta), FS=fask skeletal (Fibra rápida), C-Cardiaca (Fibra Cardiaca), «-Detectadas distintas isoformas de
procesamiento alternativo.
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La región variable 5' se obtiene por el procesamiento de exones alternativos, en cambio
la región variable 3 ' se obtiene por procesamiento de exones mutuamente excluyentes
(todos los transcritos de la Tpnl contienen por un lado uno de los exones de tipo 6, y por
otro el exón 9 o el exón 10). En esta memoria presentaremos un nuevo exón de tipo 10
para la TpnT que completa la estructura del gen de la TpnT con la región variable 3 '
que no había sido descrita.
Los genes de la Troponina C en D. melanogaster han sido más esquivos. En el
primer intento de describirlos (Fyrberg y otros, 1994), solo se localizaron tres genes. Se
estableció su estructura génica, su localización cromosómica (41C, 47D y 73F), dato
que se usó para bautizar estos genes, y su patrón de expresión durante el desarrollo de
Drosophila (ver siguiente apartado). Tras la secuenciación del genoma completo de D.
melanogaster (Adams y otros, 2000, Celniker y otros, 2002) varios laboratorios tuvimos
la oportunidad de localizar nuevos genes que codifican para la TpnC. En el año 2003
tanto el laboratorio de la Dra. Bullard (Qiu y otros, 2003), como el nuestro en
colaboración con el laboratorio del Dr. Cripps (Herranz y otros, 2003), describimos
independientemente la existencia de un cuarto gen, denominado 41F por su localización
cromosómica. En nuestro laboratorio hemos localizado adicionalmente un quinto gen,
denominado 25D que será descrito en esta memoria.
En la figura 8B se pueden apreciar las estructuras génicas de los cuatro genes
descritos previamente, así como la nueva nomenclatura que hemos introducido tras
nuestra publicación (esta nomenclatura se razonará en los resultados, pero se avanza
aquí para facilitar la lectura de esta memoria). Se basa principalmente en la
conservación de la secuencia primaria, el patrón de expresión y las características
funcionales de la proteína, lo que permite aplicarla a las TpnCs de otros insectos
(Herranz, Mateos y Marco, Enviado). Uno de los aspectos más importantes que se
discutirá en este trabajo, y que se obtiene a partir de la estructura génica de los genes de
la TpnC, es la posición relativa de los intrones. Había sido descrito que los genes de la
TpnC en la línea evolutiva de los vertebrados (Yuasa, Cox y Takagi, 1998, Yuasa y
Takagi, 2000, 2001) mantienen altamente conservada la posición relativa de los intrones
con respecto a las cuatro manos EF de la proteína. Veremos cómo en los genes TpnC de
invertebrados esto no se cumple de una manera estricta, lo que nos sera útil para seguir
la historia evolutiva de estos genes en insectos.
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FIGURA 8. Estructuras de los genes Troponina en Dmsophila. Se muestran las estructuras de los
genes TpnT (Benoist y otros. 1998), Tpnl (Barbas y otros, 1993) y TpnC (Fyrberg y otros, 1994, Qiu y
otros, 2003, Herrara y otros, 2003) sin incluir los nuevos elementos descritos en esta memoria. En los
genes TpnT y Tpnl (A), se destacan las regiones variables que generan las diferentes isoformas por
procesamiento alternativo de exones. Para los genes TpnC (B) se indica mediante lineas de puntos la
conservación en la estructura exónica. A la derecha se muestra la nueva nomenclatura introducida por
nosotros para estos genes asi como la posición relativa de los intrones en los genes TpnC. Los intrones
marcados con un círculo gris están conservados en los cuatro genes, los intrones marcados en negro son
específicos del tipo al que pertenece el gen, y los blancos son variables. La nomenclatura utilizada para
los ¡ntrones se describe en la tabla 6 (página 56) y fiie introducida por Nakayama y Kretsinger (1993).
Tesis Doctoral. Raúl Herranz Barranco Página 23
Evolución Génica del Complejo Troponina en Insectos Introducción
Patrón de Expresión de los genes Troponina en Drosophila.
Los trabajos citados anteriormente contenían información sobre la expresión de
los genes Troponina en los diferentes músculos de Drosophila durante su desarrollo y
en el adulto. En la figura 9 se muestran los patrones de expresión de la TpnT (Benoist y
otros, 1998) y de la Tpnl (Barbas y otros, 1993). Tanto las RT-PCRs como las
hibridaciones in situ muestran un patrón de expresión diferencial para los transcritos de
TpnT con diferentes combinaciones de los exones 3 a 5, siendo la isoforma que carece
de todos estos exones (E2-6) la que se expresa en los músculos torácicos de vuelo. Con
respecto a la región 3' de los transcritos de la TpnT se observó una banda única (exones
6 a 11) considerándose que esta región no sufría ningún fenómeno de procesamiento
alternativo. Aunque en Barbas y otros (1993) no se muestran los resultados
directamente, se presenta una tabla en la que se considera que el exón 3 es específico de
adultos mientras que todas las demás isoformas posibles (combinaciones de los exones
6 mutuamente excluyentes y el exón 9 alternativo) se expresan tanto en larvas como en
adultos. Sin embargo en experimentos de hibridación in situ se detectan distintos niveles
de expresión específicos de tejido muscular en los transcritos que contienen los distintos
exones 6, siendo el exón 6bl específico de IFMs.
El patrón de expresión obtenido por análisis de Northern blot de los primeros
tres genes de la TpnC descubiertos por Fyrberg y otros (1994) se muestra en la figura
10A. Los genes de 47D y 73 F tienen una expresión mayoritaria en los músculos
larvarios, aunque 73F también se expresa fuertemente durante la pupación. El gen 41C
empieza a expresarse solamente al final de la pupación. En la figura 10B mostramos el
patrón de expresión obtenido por RT-PCR incluido el cuarto gen (41F) descrito
recientemente (Herranz y otros, 2003, Qiu y otros, 2003). El experimento de Northern
blot correspondiente al gen 41F se muestra en la figura 10C, y corrobora su expresión
exclusiva en los músculos del adulto al igual que el gen 41C. Adelantándonos a los
resultados de esta memoria, y por hacer más sencillo el seguimiento de la nomenclatura
de los genes TpnC, por sus secuencias primarias y patrones de expresión
denominaremos de ahora en adelante genes de tipo 1 a los de expresión larvaria y tipo
III a los de expresión exclusiva de adultos, utilizando una letra para diferenciar el patrón
de expresión más general (a) o el más específico (b). De esta manera las
correspondencias serian, DmTpnCIa (73F), DmTpnCIb (47D), DmTpnCIIIa (41C) y
DmTpnCIIIb(41F).
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FIGURA 9. Patrones de expresión de los genes TpnT (A y B) y Tpnl (C y D) por RT-PCR e
hibridaciones m \iiu. A) Usando oiigonucieótidos específicos para los exones 2 y 6 se obtuvieron los
transcritos variables en la región 5' del gen TpnT. Usando cebadores para los exones 6 y 11 se obtuvo una
única banda (Benoist y otros, 1998). B) Detección por ribosondas (exón 6 en los paneles A (tórax) y B
(abdomen), o el exón 3 y el 5 en los paneles C (tórax) y D (abdomen)) de los transcritos de la TpnT. L.a
sonda con los exones 3 y 5 no reconoce los IFMs y TDTs. pero si los músculos hipodérmicos. C) Tabla
resumen con todos los transcritos detectados para la Tpnl en Drosophila. Sólo las ¡soformas que
contienen el exón 3 son especificas de adulto, el resto son detectables tanto en larvas como en adultos. D)
Hibridación ¡n silti con sondas específicas de los exones 6al y 6b 1 de la Tpnl (Barbas y otros, 1993). El
exón 6al se expresa en los músculos hipodérmicos abdominales y el 6bl es específico de los músculos
torácicos (IFM marcado con un asterisco).
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FIGURA 10. Patrón de «presión durante el desarrollo de los genes TpnC en Drosophila. A) Patrón
de expresión obtenido por Northem blot para los genes 41C, 47D y 73F (Fyrberg y otros, 1994).
B) Patrón de expresión delectado por RT-PCR de los genes 41C, 41F, 47D y 73F (Herranz y otros, 2003).
C) Patrón de expresión por Northern blot del gen 4IF (Herranz y otros, 2003). Los genes 41C y 4IF
(Tipo III) no comienzan a expresarse hasta el final del desarrollo pupal, siendo específicos de músculo
adulto. Los genes 47D y 73F (Tipo I) se expresan durante todo el desarrollo, siendo el gen 47D más
especifico de músculo larvario que el gen 73F.
Regulación de la expresión de los genes Troponina en Drosophila
Una vez conocida la estructura génica y el patrón de expresión de los genes Tpn,
los laboratorios implicados en su descripción han empezado a estudiar la regulación de
la transcripción de los genes de la DmTpnT (Mas, García-Zaragoza y Cervera, En
prensa) y la DmTpnl (Marín, Rodríguez y Ferrús, En prensa). En ambos casos, y como
ocurría con otros genes musculares en Drosophila, como la paramiosina (Arredondo y
otros, 2001), existen dos módulos que controlan la expresión de los genes, uno en el
promotor del gen (URE, del inglés Upstream Regulatory Element) y otro en el intrón 1
(IRÉ, Intron Regulatory Element) que además tiene un tamaño inusualmente grande
(varias kilobases). Estos elementos controlan independientemente la expresión de los
genes en todos los tejidos musculares, conteniendo secuencias de unión para factores de
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transcripción conocidos y regiones conservadas entre distintas especies de Drosophila
que podrían estar implicadas en la regulación específica de cada tejido muscular (Mas,
García-Zaragoza y Cervera, En prensa).
En la figura 11 aparecen los elementos localizados en las regiones reguladoras
de la transcripción de los distintos componentes del filamento fino analizados. Un
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FIGURA 11. Motivos conservados en los promotores e intrones 1 de los genes TpnT, Tpnl y Tm en
Drosophila. Las regiones conservadas en diferentes especies de Drosophila están marcadas en gris y los
motivos de unión para factores de transcripción conocidos están indicados como se explica en la leyenda.
Algunos de los factores de transcripción localizados son Tinman (homólogo de NKX2.5 en vertebrados),
MEF-2, PDP-1 o CF2. También se muestran las cajas E, secuencias de unión para factores de tipo bHLH.
Figura obtenida de Mas, García-Zaragoza y Cervera (En prensa).
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OBJETIVOS
Nuestro laboratorio ha estado interesado en las proteínas musculares de
Drosophila desde hace más de quince años. Más recientemente, y tras la popularización
de las técnicas de biología molecular, ese interés comenzó a focalizarse también en los
genes que traducían esas proteínas y en su regulación. Desde que en el año 2000 se
publicó el genoma de Drosophila melanogaster y se promovieron diferentes iniciativas
para la secuenciación de los genomas de otros organismos, en concreto de algunos
insectos como Anopheles gambiae. Apis mellifera y Drosophila pseudoobscura, hemos
alcanzado un momento óptimo para completar la caracterización génica de las
Troponinas. Hemos desarrollado un trabajo de investigación con la intención de refinar,
ampliar y sobretodo integrar la información obtenida sobre estos genes. Los objetivos
específicos del trabajo de investigación objeto de esta memoria son:
• Establecer definitivamente el número de genes que integran el complemento
génico de la TpnC en D. melanogaster y describir su patrón de expresión.
• Caracterizar y clasificar los genes TpnC por sus secuencias primarias, la
posición relativa de sus intrones y las propiedades de sus manos EF.
• Ampliar y corroborar la clasificación de los genes TpnC en varias especies de
insectos, D. pseudoobscura, D. subobscura, D. virilis, A. gambiae y A. mellifera,
para reconstruir su historia evolutiva.
• Establecer definitivamente cuántos exones alternativos están implicados en los
transcritos de la Tpnl y la TpnT en D. melanogaster y determinar su patrón de
expresión.
• Analizar las secuencias de los genes TpnT y Tpnl, especialmente en sus regiones
variables por procesamiento alternativo.
• Extender el análisis evolutivo a los genes TpnT y Tpnl buscando elementos que
sugieran una coevolución de los genes del complejo Troponina.
• Proponer un modelo funcional integrador del repertorio de isoformas de los
genes Troponina en los distintos tipos musculares de Drosophila, con especial
interés en los músculos indirectos de vuelo por su contracción asincrónica.
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MATERIALES Y MÉTODOS
Organismos utilizados
Como cepa salvaje de Drosophila melanogasíer se utilizó la cepa Oregon R. Los
ejemplares de D. subobscura fueron proporcionados por la Dra. Rosa de Frutos
(Valencia) y los de D. virilis por el Dr. Manuel Calleja (Madrid). También se ha
incluido en este estudio la especie D. pseudoobscura de la que sólo hemos utilizado las
secuencias genómicas publicadas por el Proyecto de Secuenciación del Genoma
Humano mediante BLAST en el servidor web del Baylor CoIIage of Medicine
(http://www.hi2sc.bcm.tmc.edu/blast/).
Las tres especies obtenidas de Anopheles (A. gambiae, A. dirus y A.
quadrimaculatus) fueron pedidas al "Malaria Research and Reference Reagent
Resource Center" (http://ww-w.malaria.mr4.ora/). Desgraciadamente no se ha podido
extraer RNA de los mosquitos proporcionados con calidad suficiente para nuestros
análisis por lo que sólo se presentan los datos de la especie con el genoma secuenciado
(A. gambiae).
En el caso de los organismos de la familia Hymenoptera, diferentes estadios del
desarrollo y adultos de Apis mellifera fueron proporcionados por Eulalio Castells Criado
(Comunidad Autónoma de Madrid) y José Vicente Alonso, y recogidos de las colmenas
de este último en El Vellón (Madrid) en el verano de 2003. Adultos de una especie
silvestre del genero Apis fueron recogidos en las mismas fechas en el campus de la
Facultad de Medicina de la UAM.
Disección de adultos y obtención de diferentes estadios del desarrollo
Los adultos de las tres especies de Drosophila y las dos especies de Apis
utilizadas fueron inicialmente diseccionados separándolos en cabezas, tóraces y
abdómenes. Para ello se sumergieron en acetona enfriada con nieve carbónica para
facilitar la disección. Dadas las especiales características de los músculos indirectos de
vuelo, se diseccionaron los músculos torácicos de D. melanogasíer, separando los IFMs
de los músculos del salto (TDTs). En el caso de la especie silvestre del genero Apis,
dado su mayor tamaño, fue posible discriminar también entre músculos IFMs
dorso ventral es y dorsolongitudinales. Para la disección de músculos específicos fue
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necesario mantener los adultos al menos dos semanas en acetona enfriada a -20 °C para
deshidratar los insectos y facilitar la separación de los paquetes musculares individuales.
Para estudiar el patrón de expresión de los genes Troponina durante el desarrollo
de Drosophila se obtuvieron las fracciones embrionaria (0 a 24 horas), larvaria
temprana (24 a 48 horas), larvaria tardía (correspondiente al tercer estadio larvario),
pupa temprana (0 a 24 horas desde la pupación) y pupa tardía (se puede observar el
adulto completamente formado en el interior de la pupa con los ojos claramente
pigmentados). En el caso de A. mellifera se recogieron estadios del desarrollo
directamente de un panal. Separamos las larvas tempranas (unos 4 días de desarrollo,
localizadas en la celda del panal aún sin recubrir) de las larvas tardías (mayor tamaño y
con la celda cerrada, 9 días de desarrollo comenzando la fase de ninfa). También
obtuvimos dos estadios pupales (la abeja se está desarrollando dentro de la celda)
discriminando entre las abejas sin pigmentación (unos 12 días de desarrollo, final de la
fase de ninfa), de las abejas con los ojos claramente pigmentados y con la morfología
del adulto completamente formada tras unos 15-18 días de desarrollo (Toumanoff,
1951). También se pudieron obtener individuos jóvenes (recogidos en el momento de la
eclosión) e individuos maduros (al menos una semana después de la eclosión).
Extracción de ácidos nucleicos, retrotranscrípción y PCR
Las extracciones del RNA de las distintas fracciones obtenidas se realizaron
utilizando el producto comercial TRIZOL Reagent® (Gibco). El DNA genómico fue
obtenido usando una disolución de homogenización con Tris-HCI 10 mM pH 7.0, 0.5%
SDS y NaCl 60 mM seguida de una purificación por fenolización (Sambrook, Fritsch y
Maniatis, 1989). Los RNAs obtenidos fueron cuantificados, y utilizando 2 ug de RNA
total y 1 ug del cebador poli-dT, fueron retrotranscritos con AMV Retrotranscriptasa®
(Promega). Controles negativos (sin enzima) fueron realizados simultáneamente.
El patrón de expresión de los diferentes genes fue detectado utilizando parejas
de oligonucleótidos específicos para PCR (Tabla 3). Las reacciones de amplificación se
realizaron con 30-35 ciclos de amplificación (94°C/30 segundos, 55-60°C/45 segundos,
72°C/45 segundos) con la polimerasa termoestable DyNAzime® (Fynnzimes) en un
termociclador Gene Amp 2700 (PE-Applied biosystem). Las amplificaciones de DNA
genómico se realizaron ampliando los tiempos de hibridación y elongación hasta un
minuto. Las PCRs del gen Tpnl se realizaron añadiendo a la mezcla de reacción DMSO
al 2.5% para minimizar las estructuras secundarias que podrían interferir en la reacción.
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Fragmento
amplificado
Cebador Directo ( 5 - 3 ) Cebador Invertido ( 3 - 5 )
DmTpnCla 5 - TAC ACC CGA GCA GAT CGC COT -3 '
DmTpnClb 5'- GAC GAA GAC CTG ACC CCC GAG C -3'
DvTpnCIb 5-GGCAGTATCCCC ACCGAAAT-3'
DraTpnClI 5'- ATG GAC ATC ATG CGC AAG GCA TTC-3'
DmTpnCIIIa 5'- ATG AAT TGA CTA AGG ARC ARA C -3 '
DmTpnCnib 5-GCT TTC GAC CAG GAC GGT GCA GGA - 3 '
AmTpnCI 5'- TGA CAG GGA GAA AAG TGG TAG -3 '
AmTpnCIla 5-TTC CGA CTT GAA TOCTTT GATO'
AmTpnCI Ib 5 - GAA GGA AAA AGT GAG GAC G A -3 '
AmTpnCIIla 5-GAC AAA AAA GGT AGT ATC GGT-3'
AmTpnClIlb 5 - GAG ATT CAÁ CTC AGC AAA GAT -3 '




Ipn I I-6-1 ion I ídem
TpnTE6-EI0B2 ídem






Tpnl E8a-EI0 5'-TGA AGA AGG TCT CCA AAT AC-3'
5'- ACT CGC CAG TCA TCA TCT CCA -3'
Ídem
5 - GGC CTC ATC ATC CTC CTC TA-3'
5'- ACT CGC CAG TCA TCA TCT CCA -3 '
5'- CAT AAA TTC ATC AAA RTC NAC -3 '
5'- GAA ATT GAT GCG GAT GGA TCC GGT -3 '
5'- CTG TTA ATT GAT CGT CCA GTT C -3 '
5'- ATT TAT TCT CCA GTC ATC ATT TCC -3 '
5'- AAT AAT AGG AGG AAG AGA GTG TG -3 '
5 •- CGG TCA TAA CTT CCA TAA ATT -3 '
5'- GGT GAT AAT TTA GCC TGT CAT -3"
5-CAC GCC TGC ATC CTT CTT-3'
5-CTC GTC CTC CTC ATC TTC-3'
5-GTT TCC GCA TAG ACC OTA TTA T-3'
5'-TTC TTG CCA GGT CTT TTC TAA G-3'
5-CTT CTC GTT CGA GTC CTT GG-3'
5-GGT GTA TTG CTC CTT CTT CTC G-3'
5-GGC ATC TTT TAT CTT TTT TC-3'
5-TGC GTT TAA CAÁ CAT ACT CA-3'
5 -TAC TTT TCG GAC TCC AGT TT-3'
5-ATT TCT GGC CTT CAC AAA TA-3'
S'-GTA TAC GCG TTG CCA ATA TT-3'
5-CCT CAÁ CCT CCT CCT TCA CCT T-3'
ídem
Tabla 3: Oligonucleótidos usadas como cebadores en las reacciones de PCR. En el caso de los genes
Tpnl y TpnT se indican los exones a partir de los cuales se realiza la amplificación. Excepto para el gen
DvTpnCIb los mismos cebadores se pueden utilizar para todas las especies de Drosophila.
Clonaje y secuenciación
Las reacciones de PCR se resolvieron por electroforesis en geles de agarosa de
porcentaje variable dependiendo del tamaño esperado de las amplificaciones (0.6 a 1.5
%). Las bandas fueron extraídas con el kit comercial Concert rapid Gel Extraction®
(Gibco), clonadas en el vector pGEM-T easy ® (Promega) y transformadas en la cepa
DH5o de E. coli. Después de ser seleccionados los clones, se purificaron los plásmidos
con el kit Wizard Plus SV minipreps ® (Promega) seguido de fenolización si la calidad
de los plásmidos no era suficiente para secuenciación. Los insertos fueron secuenciados
utilizando cebadores comerciales (SP6 y T7) en el servicio de secuenciación automática
del Instituto de Investigaciones Biomédicas "Alberto Sois".
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Expresión por Northern blot e hibridación in situ
Los experimentos de Northern blot e hibridación in situ de los nuevos genes de
la TpnC (TpnC41F o TpnClIIb y TpnC25D o TpnCH) se realizaron en colaboración con
el laboratorio del Dr. Cripps (Herranz y otros, 2003). Una vez establecido que el gen
TpnCII formaba parte del repertorio de Troponinas C de Drosophila y cuál era el inicio
y final de la transcripción (determinado por RACE utilizando el kit FirstChoice RLM-
RACE® de Ambion, ver Resultados) generamos una sonda para realizar estos
experimentos de expresión. Se utilizaron unos oligonucleótidos próximos a los límites
del RNA mensajero localizados en las regiones 5' (5'-AAC GCA GTT GGA ACG CAT
TG-3') y T (5'-TAT AAT TAA ACC CAÁ AAG CTC G-3') no traducidas para
amplificar la sonda que fue clonada como se comentó anteriormente.
Esta sonda fue utilizada en experimentos de Northern blot siguiendo el método
estándar (Sambrook, Fritsch y Maniatis, 1989) utilizando la Actina 5C citoplasmática
como control de carga. Los experimentos de hibridación in situ se realizaron como se
describe (OMeill y Bier, 1994, Lovato y otros, 2001).
Herramientas bioformáticas y núeros de acceso de secuencias
Las secuencias publicadas en el genbank fueron obtenidas y comparadas
preliminarmente utilizando el NCBI Blast (Altschul y otros, 1997). Las secuencias
fueron analizadas en el laboratorio utilizando los programas Gene Jockey II® y
Bioedit® (Hall, 1999). Las secuencias genómicas de las especies Apis mellifera y
Drosophila pseudoobscwa se ensamblaron apartir de fragmentos obtenidos por BLAST
(http://www.hesc.bcm.unc.edu/blast/) en el Baylor Collage of Medicine. Sequencias de
expresión (EST) se obtuvieron del TIGR Gene índices (http://tiarblast.iigr.ore/tgi/).
Las comparaciones de secuencia y la inferencia de funcionalidad de las manos
EF de las diferentes Troponinas C se realizaron atendiendo a la conservación de la
secuencia canónica de manos EF obtenida de la CaBP (Calcium Binding Proteins) data
library (Marsden, Shaw y Sykes, 1990), y basándonos en la funcionalidad previamente
descrita de manos EF en TpnCs de invertebrados (Allhouse y otros, 1999, Ojima y
otros, 2000, Ueda y otros, 2001, Qiu y otros, 2003).
Las predicciones de estructura tridimensional de las Troponinas C fueron
realizadas a través del servidor de Expasy usando "the first approach method"
(http://swissmodel.expasv.ore/SM FIRST.htmH con diferentes combinaciones de
moldes tridimensionales conocidos de TpnC de vertebrados. Los resultados fueron
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analizados y representados con el SwissPdbViewer (Guex y Peitsch, 1997, Schwede y
otros, 2000) y Rasmol v2.7.2.1. Las predicciones de estructuras secundarias de las
Troponinas T y Troponina I fueron realizadas también a través de Expasy con el método
PSIPRED (Jones, 1999, McGuffin, Bryson y Jones, 2000).
La búsqueda de secuencias conservadas en las regiones candidatas a regular la
transcripción de los genes TpnC se realizó como se describe (Mas, García-Zaragoza y
Cervera, En prensa) con el programa GeneJockey II. Las secuencias de unión de los
factores de transcripción buscados manualmente son: MEF2, C/TTAWWWWTAA/G o
CCAAAAATAA/G; TINMAN, TCAAGTG; CF2, A/GTATATA/GTA; PDP1,
AAAA/GTGTTA/GTAA/T; Caja E, CANNTG. Búsquedas automatizadas para
secuencias de tipo MEF2, MyoD, Tinman y factores GATA se realizaron con el
programa Matlnspector v2.2 (Quandt y otros, 1995) basado en la base de datos Transfac
4.0 (Wingender y otros, 2000).
Todas las secuencias utilizadas en este trabajo han sido depositadas en las
correspondientes bases de datos. En la Tabla 4 aparecen tabuladas todas las secuencias
de los genes Troponina que hemos utilizado extensivamente. Las secuencias obtenidas
en nuestro laboratorio por secuenciación han sido depositadas en la base de datos del
EMBL como secuencias primarias. Las secuencias obtenidas a partir de los datos de
secuenciación de proyectos genoma (D. pseudoobscura, A. gambiae y A. melliferá) han
sido analizadas y anotadas por nosotros, y posteriormente enviadas a la sección TPA
(Third Party Annotation) de las bases de datos del EMBL (genbank).
Árboles filogenéticos
La comparación directa de todas las secuencias utilizadas en esta memoria
resulta una tarea inabordable. Para superar este obstáculo hemos introducido los árboles
filogenéticos como herramienta para estudiar las relaciones de secuencia entre estos
genes. Las directrices básicas que se han utilizado para analizar los resultados de los
árboles filogenéticos aparecen explicadas de una forma clara y simplificada en Baldauf
(2003b). Utilizamos el programa Treeview® (Page, 1996) para analizar y representar
los árboles filogenéticos.
La interpretación de un árbol filogenético debe ser muy rigurosa para no hacer
falsas comparaciones entre secuencias que no están bien relacionadas. Se discutirán a
continuación cuáles son algunos de los problemas más comunes (Sanderson y Shaffer,
2002) en la interpretación de los árboles evolutivos y cómo resolverlos:
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TABLA 4. Números de acceso de las secuencias de los genes Troponina en insectos. Adicionalmente
queremos introducir también el número de acceso de la secuencia (cDNA) de la TpnC4IF en D.sihesirís
(AF047329). En el caso de D. melanogasier proporcionamos dos números, el número del gen de Celera y
la secuencia con evidencia de expresión de los transcritos. Las secuencias de nucleótidos de D.
pseudoobscura y Apis mellifera están disponibles en la sección TPA del DDBJ/EMBL/GenBank y fueron
obtenidas de los proyectos de secuenciación en curso en el Baylor College of Medicine (versión a 27-02-
2003, revisada el 26-05-2003). Las secuencias enviadas por nosotros al genbank como secuencias
primarias aparecen en negrita y las secuencias anotadas por nosotros (TPA) en cursiva. Los cinco
números de acceso proporcionados para la TpnT de D. subobscura se corresponden con los cinco
transcritos localizados. Los dos números de acceso proporcionados para la TpnT en D. virilis se
corresponden con la región 5' y la región 3' de un clon genómico secuenciado por nosotros en esta
especie (Benoist y otros, 1998), separados ambos fragmentos por una pequeña región no secuenciada de
unos 100 bp. Los números de acceso proporcionados para la Tpnl en D. subobscura y D. virilis
correponden a los transcritos localizados con los diferentes exones 6. Otros genes Troponina (cDNA)
utilizados en este estudio fueron obtenidos de Lethucems indicus para la TpnC (un hemíptero (Qiu y
otros, 2003)), Periplaneta americanus y Libellula pulchella para la TpnT (cucaracha, un dictióptero y la
libélula, un odonato (Marden y otros, 1999, Marden y otros, 2001)) y Haemaphysatis longicornis para la
Tpnl (la pulga, un acaro (You y otros, 2001)).
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1- El número de secuencias utilizadas y la distancia evolutiva que las separa es
muy importante para la validez de estos análisis. En este trabajo se ha dispuesto
de un número relativamente alto de secuencias con un margen de variabilidad
amplio, desde 5 millones de años (D. melanogaster con D. pseudoobscurá) hasta
300 millones de años que separan los dípteros de los himenópteros. Trabajos
menos exhaustivos en este sentido (Qiu y otros, 2003) han desestimado este
factor, relacionando genes que realmente no son ortólogos y se relacionan por el
"artefacto de atracción del brazo largo", es decir, dos secuencias alejadas del
resto aparecen relacionadas en el árbol. Una buena solución para este problema
es introducir una secuencia que esté alejada de todas las demás (outgroup).
2- La utilización de un único algoritmo para la generación de un árbol no es
suficiente para garantizar su validez. Nosotros hemos utilizado los dos tipos
básicos de algoritmos. Uno de ellos basado en matrices de distancia (método
algorítmico, en nuestro caso usamos el algoritmo Fitch-Margoliash, incluido en
el programa Bioedit) y el otro basado en el "vecino más próximo"
(Phylodendrom v0.8d, beta 1999 y algoritmo ClustalW vi.75 (Thompson,
Higgins y Gibson, 1994)).
3- El segundo algoritmo nos permite adicionalmente evaluar la calidad de los
resultados obtenidos mediante el "bootstrap". El algoritmo selecciona partes
aleatorias de la muestra que le hemos proporcionado y ensaya los posibles
árboles filogenéticos obtenibles. Nos devuelve el árbol filogenético que ha
aparecido mayor número de veces, y la frecuencia en porcentajes de cada rama
del mismo que se mantiene en otros árboles (bootstrap). Si el valor de bootstrap
es mayor al 65% podemos tener la certeza de que esa rama está correctamente
ubicada en el árbol, en caso contrario no podemos saber exactamente cómo se
han dividido esas ramas. Nosotros hemos realizado 1000 iteraciones de cada
árbol filogenético para verificar estos valores.
4- Un árbol filogenético sólo refleja las distancias evolutivas que separan dos
secuencias cuando estas no han alcanzado el punto de saturación, es decir, que
se hayan acumulado variaciones sobre una secuencia que ya había cambiado (A-
>T->A, parecería más próximo y realmente hubo dos mutaciones). Veremos
como los genes de la Troponina C han alzanzado ese punto de saturación incluso
en comparaciones dentro del género Drosophilidae.
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Producción y testado de anticuerpos
Los anticuerpos anti-Tpnl se generaron por inmunización de un conejo con una
proteína de fusión integrada por la isoforma de menor peso molecular de la Tpnl (no
contiene la región correspondiente a los exones 3 y 9) seguida de la proteína de unión de
maltosa (MBP). Las construcciones se realizaron utilizando oligonucleótidos
específicos para la Tpnl con dianas de restricción para que, al insertar el fragmento
amplificado en el vector pMALc, mantuviera la fase de lectura de la MBP. Clones con
la fase de lectura correcta fueron inducidos con IPTG lOOmM para sobrexpresar la
proteína y se observó el resultado por electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE,
(Sambrook, Fritsch y Maniatis, 1989)). El clon con mayores niveles de expresión fue
crecido masivamente y la proteína de fusión cortada del gel de acrilamida (agente
inmunogénico) y homogenizada con Coadyuvante de Freund (F-5S06 Sigma©). Se
realizó una inmunización semanal del conejo seguida de un testado del suero para
verificar la inmunoreactividad del mismo por Western blot contra la propia proteína de
fusión y un extracto de proteínas de cangrejo. A la séptima semana se consideró que era
el momento óptimo para sacrificar el animal y obtener el suero, que fue purificado con
un filtro millipore de 25 um (Acrodisc ®), alicuoteado y mantenido a -70°C.
Los ensayos de actividad del suero se realizaron con muestras de Drosophila o
cangrejo homogenizadas en tampón glicerolado modificado de York (White, 1983),
seguida de centrifugación. El precipitado (libre de proteínas citoplásmicas) se
resuspendió en un buffer con urea 4M para solubilizar las proteínas del filamento fino.
Las muestras se desarrollaron en geles de acrilamida monodimensionales (Sambrook,
Fritsch y Maniatis, 1989) y en geles bidimensionales con anfolitos inmobilizados
(siguiendo instrucciones del fabricante, Amersham Pharmacia Biotechnology, IPGphor
Isoelectric Focusing System) y el suero se utilizó con diluciones de 1:200 a 1:2000,
siendo el óptimo 1:1000.
Tinción inmunocitoquünica de embriones
Los embriones fueron decorionizados con lejía comercial al 50% y fijados
utilizando paraformaldehído (Sambrook, Fritsch y Maniatis, 1989). La
inmunocitoquímica se realizó siguiendo protocolos convencionales (Sambrook, Fritsch
y Maniatis, 1989) con una dilución 1:200 del suero anti-Tpnl o anti-TpnC y 1:500 de
anti-TpnT. Se utilizó un segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa, por lo que se utilizó
DiaminoBencidina y peróxido de hidrógeno para el revelado.
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RESULTADOS
Localización de los genes TpnC en los genomas de insectos
Como se ha descrito en la introducción, cuando se localizaron los tres primeros
genes de la troponina C en Drosophila (Fyrberg y otros, 1994) quedaban dudas de que
este fuera el repertorio completo de genes que codificaban para esta proteína. Nuestro
primer objetivo, una vez completados los proyectos de secuenciación de un nemátodo
(C. elegans (1998)) y dos dípteros (A. gambiae (Holt y otros, 2002) y D. melanogaster
(Adams y otros, 2000)) fue localizar todos los posibles genes de la TpnC en estos
organismos.
Se seleccionó la isoforma más conservada de TpnC en Drosophila (DmTpnCIb)
para localizar el gen ortólogo en Anopheles (AgCG55381, AgTpnCI) y Caenorhabditis
(TpnCl). Los productos de estos genes fueron utilizados en un pBLAST para localizar
las proteínas con mayor similitud a la Troponina C en cada organismo. En la figura 12A
se muestran las identidades y similitudes encontradas entre la Troponina C seleccionada
o la Calmodulina y a las 15 proteínas con mayor puntuación en el pBLAST para cada
organismo. Aparecen recuadrados por un lado los genes candidatos a ser homólogos de
la Troponina C y por otro los homólogos a la Calmodulina (una de las proteínas más
conservadas en la evolución, sólo superada por las histonas). El resto de genes tienen
una menor similitud con la Troponina C que la calmodulina, por lo que fueron
descartados como posibles candidatos. En la figura 12B hemos construido un árbol
filogenético para comprobar cómo se relacionan las traducciones de estos genes entre sí.
Aparecen claramente agrupadas en una rama común todas las Troponinas C predichas.
De esta forma hemos localizado 5 genes candidatos para Troponina C en D.
melanogaster, 6 para A. gambiae y sólo dos (ya anotados) para C. elegans. De entre los
seis genes anotados para A. gambiae dos de ellos son una anotación doble del mismo
gen (AgCG44065 y AgCG47362, ambos AgTpnCII), por lo que el número total de
genes se reduce a cinco. Su relación con los cinco genes de Drosophila se analizará más
adelante. Los dos nuevos genes localizados en D. melanogaster fueron renombrados
DmTpnC41F (CG12408, AY283602) y DmTpnC25D (CG6509, AY283601) siguiendo
la nomenclatura propuesta anteriormente (Fyrberg y otros, 1994) y basada en la
localización citogenética de los genes.
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FIGURA 12. Loralización de nuevos genes Troponina C por comparación entre especies. A) Esta
gráfica muestra las 15 proteínas con mayor homología de secuencia con las Troponinas C en Drosophila,
Anopheles y Caenorhabditis. Aparecen recuadradas en la primera fila aquellas que parecen ser verdaderas
TpnC por su alta identidad y similitud de secuencia con estas, y aquellas homologas a la Calmodulina en
la segunda. B) Si construimos un árbol filogenético basándonos en estas similitudes de secuencia, las
proteínas recuadradas como Troponinas C y como Calmodulinas aparecen claramente agrupadas entre sf.
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Retomando la cuestión de la localización citogenética de los genes TpnC, hemos
observado que están distribuidos en los diferentes cromosomas de los insectos, y las
localizaciones citogenéticas no están conservadas entre D. melanogasler y A. gambiae
(figura 13A). De esta forma, la nomenclatura basada en la localización citogenética no
es práctica para otros insectos. Como se ha comentado en la introducción, hemos
propuesto una nueva nomenclatura basada en las propiedades de cada isoforma de TpnC
(Herranz y otros, 2003), extrapolable a todas las especies estudiadas, en las que la
localización cromosómica de los genes no coincide con la de D. melanogaster.
No obstante, el dato más interesante de estas localizaciones es la posición que
ocupan los genes DmTpnCIIIa y DmTpnClIIb, justo en el límite entre la eucromatina y
la heterocromatina centromérica del brazo derecho del segundo cromosoma (Herranz y
otros, 2003). Se había propuesto en nuestro laboratorio que esta localización podría
tener relación con la mayor variabilidad de estos genes (discutido más adelante), pero
los genes homólogos a estos en A. gambiae, no están localizados en ninguna región
heterocromatínica del genoma (figura 13B), y tienen una variabilidad similar a la
encontrada en D. melanogaster. Sin embargo, hemos localizado una característica
genómica común en los tres géneros de insecto estudiados. Los genes de tipo III
aparecen siempre agrupados en una región relativamente pequeña del genoma (figura
13C). En el caso de D. melanogasler esta región es de 200 Kbp, pero en Anopheles este
complejo génico contiene cuatro genes (AgCG51999 - Illbl, AgCG52004 - IIIb2,
AgCG52005 - IIIb3 y un nuevo gen candidato que no estaba anotado y está localizado
entre los genes AgCG51999 y AgCG52004, al que denominamos AgTpnCIIIa) y tiene
un tamaño de 32 Kbp. Inicialmente se puede considerar que los genes Illbl y Illa se
parecen más entre sí atendiendo a su mayor extensión y dirección en el brazo
cromosómico, pero la secuencia primaria y otras características que se discutirán más
adelante, corroborarán los tipos que hemos asignado a cada gen.
En los últimos meses, el genoma de Apis mellifera, un himenóptero, ha sido
secuenciado casi en su totalidad, aunque aun no están ensambladas las secuencias.
Utilizamos un abordaje similar en esta especie para localizar los genes candidatos de la
Troponina C. Hemos encontrado un número similar de genes, un total de cinco, en esta
especie separada de los dípteros por unos 300 millones de años de evolución. En Apis
sólo existen dos genes de tipo III (AmTpnCIIIa y AmTpnCIHb), pero están agrupados
en una región genómica de sólo 5 Kbp (figura 12D). Su secuencia está bastante bien
conservada como ocurre con los genes IIIb2 y IIIb3 de Anopheles.
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FIGURA 13. Propiedades genómkas de los genes Troponina C. A) Localización citogenética de los
genes TpnC en los cromosomas de Anopheles gambiae. B) Comparación de las legalizaciones en
Drosophila y Anopheles. El cluster de tipo III (azul y negrita) en Drosophila se encuentra en una región
heterocromatlnica próxima al centrómero, pero esto no ocurre en Anopheles, en el cual el único gen en
una posición próxima a la heterocromatina es el gen de tipo I (rojo), en la última banda del brazo 2L cerca
de los telómeros. Los genes de tipo II se muestran en verde y con letras itálicas subrayadas. C y D)
Organización de los genes de tipo 111 en A. gambiae y A. mellifera. Estos genes están organizados en
tándem en una región muy pequefla del genoma de estos insectos.
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Caracterización del nuevo gen TpnCII (DmTpnC25D) en D. melanogaster
Antes de comenzar a analizar las características de los genes TpnC en su
conjunto para las diversas especies utilizadas, me gustaría incluir aquí la información
necesaria para equiparar el gen DmTpnClI con los otros cuatro genes TpnC cuyas
características básicas ftieron presentadas en la introducción.
En la figura 14 se muestra la estructura génica y la secuencia del gen DmTpnClI.
Tiene una estructura más compacta que la del resto de los genes TpnC de Drosophila
debido a que sólo presenta dos intrones de pequeño tamaño próximos al inicio y al final
de la traducción. Aunque su identidad con respecto a las TpnCs clásicas (Fyrberg y
otros, 1994) es menor que la identidad entre ellas mismas, los valores son parecidos a
los del gen TpnCHIb (41F), y las características de sus manos EF son compatibles con
la funcionalidad de otras Troponinas C de invertebrados (se discutirá más adelante).
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FIGURA 14. Estructura génica del gen DmTpnClI (AY283601). En negrita se muestra la secuencia
codificante, en letra normal las secuencias transcritas no traducidas y en letra cursiva-sombreada las
regiones intrónicas, 5 y 3 ' no transcritas que contienen algunas regiones conservadas con respecto a D.
pseudoobscura posiblemente encargadas de regular la transcripción (subrayado). Aparecen recuadradas la
región central (loop) de las cuatro manos EF y posibles motivos del promotor (Caja TATA y secuencia
consenso del inicio de la transcripción) y de la terminación (señal de poliadenilación, secuencia de
terminación CA y elemento rico en GUs (Zhao, Hyman y Moore, 1999)). La numeración en el margen
derecho indica la secuencia de aminoácidos y la numeración en el margen izquierdo señala la secuencia
de nucleótidos del gen empezando con el inicio de la transcripción (+1) determinado por RACE.
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Su patrón de expresión a lo largo del desarrollo de Drosophila se muestra en la
figura 15, tanto por RT-PCR como por experimentos de Northern blot. El gen
DmTpnCIl tiene un patrón de expresión más general que los demás genes TpnC
apareciendo en todos los estadios del desarrollo y en los adultos, aunque los datos más
cuantitativos de Northern blot indican que se expresa con niveles más bajos que el resto
de Troponinas C, sobre todo en los estadios larvarios donde sólo se detecta
residualmente (figura 15B).
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FIGURA 1S. Patrón de expresión del gen TpnCIl durante el desarrollo de D. melanagusler. A)
Experimentos de RT-PCR demuestran que este gen se expresa durante todo el desarrollo de Drosophila,
con una bajada en los niveles de expresión durante la pupación. B) Un Northern blot con similares
estadios del desarrollo muestra que la mayoría de la expresión se da en los adultos, aunque una traza
puede aun detectarse en el estadio larvario (•).
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Características de los genes TpnC. Comparaciones de secuencia.
Una vez establecido el conjunto de genes candidatos que podrían codificar para
la Troponina C, vamos a emplear un abordaje evolutivo de comparación de secuencias
entre especies para intentar comprender cómo y por qué se ha alcanzado este alto
número de genes TpnC en insectos. Para ello hemos obtenido por PCR (ver materiales y
métodos) y clonado las regiones codificantes (al menos el 80%) de los genes que
codifican para la TpnC en D. subobscura y D. virilis. También hemos obtenido las
regiones intrónicas (por amplificación desde DNA genómico) de un gen representativo
de cada grupo (Ib, II y Illb). Las correspondientes secuencias genómicas de los genes
TpnC en D. pseudoobscura se han obtenido por BLAST especifico utilizando los genes
homólogos de D. melanogaster en el servidor web del Bay lor College of Medicine.
Con respecto a Anopheles, a pesar de haber insistido en la extracción de RNA de
muestras congeladas enviadas desde el MR4 Malaria Research and Reference Reagent
Resource Center de tres especies de estos mosquitos, no hemos conseguido obtener
ningún resultado reproducible mediante PCR. Por lo tanto sólo tenemos información de
secuencia, obtenida del servidor de Emsembl Mosquito. La disponibilidad de muestras
de Apis mellifera aún vivas y de una especie adicional silvestre nos ha permitido
obtener información de secuencia y expresión en dos insectos del grupo Hymenoptera.
En la figura 16 mostramos las estructuras de todos los genes TpnC secuenciados
en insectos y agrupados por el grupo funcional al que corresponden. En esta primera
aproximación se puede apreciar que los genes que corresponden al mismo grupo tienen
una estructura génica similar, es decir, comparten los mismos intrones. Esta
conservación se pierde rápidamente en los genes de A. mellifera, como se describirá en
próximos apartados. Para comparar las secuencias de estos genes utilizamos matrices de
identidad generadas con el programa Bioedit. La obtención de conclusiones a partir de
este tipo de tablas es bastante ardua, y sólo algunos datos nos aportan verdadera
información. En general los genes de tipo I y II están mejor conservados (80% e! DNA,
90% las proteínas) dentro del género Drosophilidae que los genes de tipo III (65% y
80%). La misma conclusión es extrapolable a los genes de Anopheles, pero los tres
genes de tipo Illb están mejor conservados de lo esperable, quizá debido a una
duplicación reciente de los mismos. En el caso de Apis los genes de tipo III son los que
mantienen una conservación mayor entre sí, pero las comparaciones con los genes
ortólogos de los dípteros ofrecen un valor general del 60% a pesar de los
agrupamientos, denotando la mayor distancia evolutiva que separa estas especies.
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FIGURA 16. Estructura de los genes TpnC secuenciados en insectos. Los genes TpnC aparecen
agrupados en los tres tipos descritos. Tipo I con letras regulares, Tipo II subrayado y en cursiva y Tipo III
en negrita. Los exones codificantes se muestran en azul y los no codificantes en blanco. Algunos exones
en gris pueden no estar correctamente anotados en las bases de datos (genbank). El DNA genómico está
simbolizado por una línea continua que conecta los exones, por lo que no aparece en las secuencias de
cDNA. Cuando la línea está interrumpida indicamos que es el final de la secuencia genómica conocida.
Aunque los genes de Anopheles poseen intrones más largos que los de Drosophila, sus posiciones están
relativamente conservadas (lineas discontinuas), elemento que rara vez se cumple cuando atendemos a los
genes de Apis.
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Utilizando el mismo programa podemos basarnos en las matrices de identidad
para generar árboles filogenéticos que nos presentarán la información de una forma más
asimilable (figura 17). Los árboles de la figura 17 y los siguientes se han realizado
usando dos métodos alternativos y calculando los valores de bootstrap. Se puede
observar como todas las Troponinas C (proteínas, figura 17A) quedan agrupadas por el
tipo al que pertenecen basándonos en la similitud de sus secuencias. El grupo Illb es el
que más se ha diversificado en insectos, por lo tanto las distancias son mayores (las
secuencias son menos similares). En la figura 17B podemos ver el árbol filogenético
construido a partir de los datos de cDNA, es decir, influido por la degeneración
codónica de la tercera base. Las ramas del árbol son en general más largas y aunque la
mayoría de las asociaciones son similares a las que nos proporciona el árbol de
proteínas, en este caso los genes TpnCIlIb de abejas (tanto Apis mellifera como la
secuencia obtenida de la especie silvestre) aparecen relacionados más próximamente
con sus genes patólogos (AmTpnCIIIa) que con sus genes ortólogos (Ag y
DmTpnCIIIb). Esta ramificación tiene un valor de bootstrap de 48.8, indicando que
aunque probablemente los genes de tipo Illa y Illb tienen un origen común propio en el
género Apis, el resultado no tiene suficiente valor por sí mismo como para poder
asegurarlo.
Patrón de expresión diferencial de los genes TpnC
La nomenclatura que hemos introducido en estos genes no sólo está basada en la
secuencia primaria de los genes, sino también en la posible funcionalidad de cada uno
de ellos. Uno de los motivos más importantes para la generación de duplicaciones de
genes y su mantenimiento es la ganancia o redistribución de las funciones que realizan,
lo cual suele estar asociado a un patrón de expresión diferencial en diferentes tejidos,
una propiedad denominada subfuncionalización (Forcé y otros, 1999, Lynch, M. y
Conery, 2000, Lynch, M. y Forcé, 2000). Ya se había establecido que los genes de Tipo
I tenían una expresión mayoritaria en los músculos larvarios y en los abdominales,
mientras que los de tipo III teman una expresión específica de adultos en Drosophila
(Fyrberg y otros, 1994, Qiu y otros, 2003), pero estaba pendiente la localización
específica de la expresión de cada isoforma en los músculos específicos del tórax, sobre
todo en los músculos indirectos de vuelo por su especial mecanismo de contracción.
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FIGURA 17. Diferencias entre los árboles filogenéticos creados a partir de las proteínas (arriba) o
de los cDNAs (abajo) de las TpnCs de insectos. Mientras que en el árbol de proteínas las ramificaciones
de los distintos grupos de TpnCs es clara, en el caso del árbol basado en secuencias de nucieótidos las
ramas están a punto de colapsar (un valor bajo de bootstrap está indicado por una elipse gris),
especialmente en el caso de los genes de Tipo III. Es relevante señalar que la ramificación del gen
TpnCIIIb en las abejas está agrupado en el grupo Illa en el árbol de los cDNAs, sugiriendo una
diversificación relativamente temprana de estos genes. Se ha utilizado letra cursiva subrayada para los
genes de Tipo II y negrita para los de Tipo III. Se utilizó en color verde para Drosophilidae, rojo para
Anopheles y azul para Apidae. La escala indica la distancia de las ramas como número de sustituciones
pornucleótido(O.l).
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En la figura 18A mostramos el patrón de expresión detectado por RT-PCR de los
cinco genes TpnC a lo largo del desarrollo y en disecciones del adulto (cabeza, tórax y
abdomen) en Drosophila subobscura y D. virilis. El resultado es similar al observado en
D. melanogaster (Herranz y otros, 2003). Los genes de Tipo I se expresan
mayoritariamente en los estadios larvarios, aunque el gen TpnCIa mantiene niveles de
expresión elevados en los músculos hipodérmicos del adulto (mayoritarios en el
abdomen). El gen TpnCll se expresa de una manera general, con un máximo de
expresión en adultos (en la fracción de las cabezas). Los genes de Tipo III se expresan
exclusivamente en el sistema muscular del adulto, siendo el gen TpnCIIIa general, y el
TpnCIIIb específico de la fracción torácica. Estos resultados corroboran el papel
funcional de la nomenclatura de los genes, siendo los de Tipo I mayoritariamente
larvarios, los de Tipo II generales y los de Tipo III específicos de adulto. En el caso de
existir dos genes del mismo tipo se asigna la "a" al que tiene un patrón de expresión
más general, y la "b" al que lo tiene más específico.
Para demostrar finalmente cuál es el gen TpnC específico de los músculos
indirectos de vuelo en Drosophila, realizamos un experimento de RT-PCR con
músculos aislados. En la figura 18B se puede observar que los genes de Tipo III y el de
Tipo II se expresan tanto en IFMs como en los músculos del salto (TDTs), pero el gen
TpnCIIIb sólo se expresa en estas fracciones. Teniendo en cuenta que estos resultados
no son cuantitativos, y en colaboración con el Dr. Cripps (Univ. Of New México, USA),
realizamos un experimento de hibridaciones in situ en D. melanogaster para poder
determinar mejor los niveles de expresión de las TpnCs en cada tejido (figura 18C). En
el estadio embrionario sólo se localizó expresión del gen TpnCIa, por lo que pensamos
que el gen TpnCIb debe expresarse con niveles menores o en un momento muy concreto
del desarrollo larvario (tampoco se detecta expresión embrionaria del gen TpnCIb por
RT-PCR, figura 18A). En los adultos sólo se detectaron altos niveles de expresión para
los genes TpnCIb (músculos hipodérmicos) y los genes de Tipo III, en los que se pudo
apreciar que el gen TpnCIIIb tiene altos niveles de expresión en los IFMs mientra que el
gen TpnCIIIa se expresa mayoritariamente en los TDTs.
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Drosophila subobscuru Drosophila virilis




DmTpnCla DmTpnCIb DmTpnCIl DmTpnCllla DmTpnClllb





Sonda Complementaria Sonda Control
FIGURA 18. Patrón de expresión de los genes TpnC en Drosophilidae. A) Se realizaron experimentos
de RT-PCR con dos especies de Drosophila para determinar la conservación de la expresión de estos
genes. Se aisló RNA de embriones (E), larvas tempranas y tardías (EL, LL), pupas tempranas y tardías
(EP, LP) y tres fracciones del adulto (Cabeza-H, Tórax-T y Abdomen-A). Los genes de Tipo I son
mayoritariamente larvarios (Ib) y abdominales (la), los de Tipo II tienen una expresión alta en cabezas y
los de tipo III comienzan a expresarse en el estado de pupa y alcanzan máximos niveles en los tóraces,
siendo el gen Ulb totalmente específico de esta fracción. B) Experimentos de RT-PCR para detectar la
expresión en músculos aislados del tórax (Cabeza, IFM. TDT y Abdomen) de D. melanogaster. No se
detectaron bandas en ausencia de retrotranscriptasa (resultados no mostrados). Ambas isoformas de tipo
III se expresaron en IFMs y TDTs aunque Illb lo hizo específicamente. DmTpnCII también se expresa en
los músculos torácicos, incluso es posible detectar algo de expresión de la isoforma la en IFMs. aunque es
básicamente abdominal. C) Hibridación in situ con sondas de los genes TpnC. El único gen detectado en
los estadios embrionarios fue DmTpnCla, que comienza a expresarse en los precursores de los músculos
viscerales en estadio embrionario 12. En sucesivos estadios comienza a expresarse en todos los tipos
musculares del embrión. A la derecha se muestran los patrones de expresión de los genes detectados en
adultos. El gen TpnCIa se expresa en los músculos abdominales y en la cabeza, el gen Illa es específico
de TDTs y el Illb específico de IFMs, indicando una vez más la no cuantitatividad de las RT-PCRs.
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FIGURA 19. Patrón de «presión de los genes TpnC en Apidae. A) Patrón de expresión durante el
desarrollo de los genes TpnC en A. mellifera. Se utilizaron las fracciones Ll y L2 (larvas sin recubrir y
larvas cubiertas en el panal), Pl y P2 (pupas sin pigmentación y pupas con los ojos totalmente
pigmentados y la morfología del adulto formada) \ AI y A2 (adultos recién emergidos y adultos maduros
con al menos 15 días). Adicionalmente se diseccionó cabeza (H), tórax (T) y abdomen (A). Se han
incluido los controles negativos (sin retrotranscríptasa) en la fígura (-). Los genes I y II se expresan
durante el desarrollo de la abeja con altos niveles de expresión, aunque el gen Ilb tiene un patrón de
expresión más restringido, recordando al gen DmTpnCIb. Los genes de tipo III se expresan del mismo
modo que sus genes homólogos en Drosophila. B) Patrón de expresión en disecciones de adulto de la
especie Apidae silvestre. Tanto en las fracciones de patas, tórax y abdomen, como en las disecciones de
IFM-dorsoventrales, IFM-dorsolongitudinales y otros (TDTs, músculos viscerales e hipodérmicos del
tórax), se detecta un patrón de expresión 1FM especifico para el gen Illb, un patrón de expresión
característico de TDTs (tórax y patas) para el gen Illa y un patrón más general para el gen 1, ausente en
IFMs y responsable de los músculos hipodérmicos y viscerales del adulto.
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Experimentos similares se realizaron con estadios del desarrollo de Apis
mellifera y con disecciones del adulto de una especie silvestre relacionada (figura 19).
El gen AmTpnCI se expresa de una manera similar a su ortólogo DmTpnCIa y lo
mismo ocurre con los genes AmTpnCIIIa y Nlb, siendo específicos de adulto, y el
segundo específico de IFMs. Una segunda banda de mayor peso molecular al esperado
para el gen TpnCIIIb en la especie silvestre de Apis aparece en los IFMs. No hemos
podido identificar hasta el momento qué secuencia está codificando. Los genes de Tipo
II en Apis tienen un patrón de expresión más difícil de relacionar con los genes de
Drosophila. El patrón de expresión de AmTpnCIIa es similar al de su ortólogo en
Drosophila, pero no se ha detectado un nivel de expresión elevado en ninguna parte del
adulto. El gen AmTpnCIIb parece estar supliendo la función de segundo gen
embrionario dado que en esta especie sólo existe un gen de Tipo I. Ambos genes de
Tipo II no se han detectado en la segunda especie de Apis, debido en parte a su nivel de
expresión mínimo en adultos y a la baja conservación de la secuencia entre estas dos
especies (los oligonucleótidos diseñados para Apis mellifera no tienen porque anillar
correctamente en los genes de la otra especie). Las diferencias en las secuencias de estas
dos especies sugieren una distancia evolutiva entre ellas de al menos 60 millones de
aflos (distancia D. melanogaster / D. virilis). Por lo tanto la nomenclatura utilizada para
nombrar a los genes TpnC de Apis basada en la homología de secuencia de estos genes
con los de Drosophila (ver sección anterior) no se ajusta tan bien a los patrones de
expresión como ocurre con Drosophila, denotando una diferente utilización de las
isoformas disponibles.
Características de los genes TpnC. Las manos EF
La secuencia proteica de las Troponinas C es una sucesión de cuatro motivos
mano EF, encargadas de ligar cationes divalentes. La familia de proteínas con manos EF
ha sido extensivamente estudiada y clasificada en mamíferos (Nakayama y Kretsinger,
1994, Kawasaki, Nakayama y Kretsinger, 1998), pero han aparecido también algunos
trabajos sobre la funcionalidad de estos dominios en TpnCs de invertebrados (Allhouse
y otros. 1999, Ojima y otros, 2000, Ueda y otros, 2001, Qiu y otros, 2003). Basándonos
en la conservación de la secuencia canónica de las secuencias de unión de calcio en las
manos EF en la librería del CaBP (Marsden, Shaw y Sykes, 1990) y en la conservación
de estas secuencias con respecto a las de manos EF con funcionalidad ya descrita,
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hemos estudiado la distribución de manos EF funcionales en las Troponinas C de
insectos (figura 20).
En los mamíferos, el dominio carboxilo terminal (tercera y cuarta manos EF, con
alta afinidad por cationes calcio o magnesio, permanentemente unidos a ellas) está muy
conservado en secuencia, debido en parte a la función estructural de este dominio frente
a la función reguladora del dominio amino terminal. En invertebrados esta conservación
sigue siendo observable, aunque la funcionalidad de las manos EF no es similar, siendo
reguladoras todas las manos EF funcionales (baja afinidad por Ca *).
La cuarta mano EF (en la zona carboxilo terminal de la Troponina C) es
funcional en todas las especies de invertebrados en los que se ha ensayado su actividad.
Su secuencia proteica se ajusta perfectamente a la secuencia canónica en todas las TpnC
de insectos, con pequeñas variaciones asociadas a los diferentes tipos (I, II o III) pero
siempre conservativas (un aminoácido es sustituido por otro con las mismas
características físico-químicas).
La tercera mano EF en cambio presenta una mayor variabilidad. Esta mano EF
no puede ligar calcio en ninguna TpnC de invertebrados, y de hecho algunos de sus
aminoácidos ácidos claves para la unión de cationes divalentes se han perdido, hecho
especialmente observable en las Troponinas de tipo I de Drosophila. Sin embargo se ha
publicado que la TpnC del artrópodo Balanus nubilus, es capaz de unir cationes
magnesio con una región localizada en el dominio carboxilo terminal de la TpnC que no
es la cuarta mano EF (capaz de unir calcio con baja afinidad), y durante la purificación
de la TpnC en laboratorio se utiliza AEDT como quelante de magnesio para facilitar la
disociación de la Troponina C y la Troponina I (resultados sin publicar). A pesar de ser
más variable que la cuarta mano EF, la secuencia de esta tercera mano EF está muy bien
conservada en la mayoría de las TpnCs de insectos, por lo que sugerimos que podría
unir magnesio en este dominio modificando de este modo las interacciones con la
Troponina I. El caso de las TpnCIIIb de Anopheles es especialmente interesante, dado
que esta mano EF acumula pequeñas variaciones en estas isoformas, al parecer
modificando la capacidad de unión de magnesio con mayor o menor afinidad.
La segunda mano EF de las TpnCs tiene una funcionalidad variable en
invertebrados. Normalmente cuando existen dos isoformas de TpnC en el mismo
organismo una de ellas une calcio con este dominio y la otra no (Allhouse y otros, 1999,
Ueda y otros, 2001). En el hemíptero Lethocerus indicus se ha descrito que la TpnC
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FIGURA 20. Comparación de los motivos centrales de las Manos EF en las TpnC de insectos. Se muestran
sombreadas en gris las posibles manos EF funcionales con baja afinidad por Ca2* (reguladoras) y en gris oscuro
con letras blancas los sitios potenciales de 5 9 f t ^ a s manos EF no funcionales no aparecen
sombreadas. Aunque no son secuencias idénticas, las manos EF de D. melanogcaier (D.m) están altamente
conservadas en D. subobscura (D.s.) y D. virilis (D.v.). También se muestran las manos EF del gen Illb en D.
silveslris (D.si). Sólo se muestran las manos EF que han variado con respecto a D. meianogaster, y las de D.
pseudoobscura son idénticas a las de D. subobscura. Las secuencias incluidas en cajas separan los tres grupos
de TpnCs (Tipo I, caja superior. Tipo II caja inferior y Tipo III entre ellas). Cuando los aminoácidos están
conservados se representa con un punto, usando DmTpnCIa como referencia.
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específica de IFMs (LiTpnCl, correspondiente al tipo Illa) une calcio en las manos EF
II y la IV. Sin embargo la isoforma LiTpnC4 (correspondiente al tipo Mb, expresada
también en patas) sólo mantiene funcional la cuarta mano EF (Qiu y otros, 2003). En
nuestro caso observamos que la segunda mano EF de las Troponinas C de tipo I y Illa
en los insectos estudiados es teóricamente capaz de unir calcio, sin embargo las de tipo
II y Hlb han perdido aminoácidos clave para esta función, excepto en el caso de las tres
Troponinas C Hlb de Anopheles, que parecen haber retenido esa capacidad,
diferenciándose en la capacidad de unión de magnesio de la tercera mano EF.
La primera mano EF es sin lugar a dudas la menos conservada de las TpnCs de
insectos. Solamente las TpnCIlIb de Drosophilidae (que no tienen la segunda mano EF
funcional) han mantenido los cuatro residuos ácidos (en posición 1,3,9 y 12) y las dos
glicinas (4 y 6) imprescindibles para la unión de calcio. Sin embargo la secuencia
proteica está relativamente conservada dentro de cada grupo, por lo que está región debe
tener alguna función, a pesar de no unir calcio en la mayoría de las isoformas.
Características de los genes TpnC. Orientación espacial de las manos EF
Aún es posible extraer un dato adicional de la secuencia proteica de las
Troponinas C en insectos. Cuando se realiza un alineamiento de las Troponinas C de los
distintos grupos y especies la posición de las manos EF está claramente conservada,
pero en la región de alfa-hélice central suelen aparecer inserciones o deleciones de
aminoácidos. En la Tabla 5 aparece resumida la teórica funcionalidad de cada mano EF
y las indels (inserciones o deleciones) en la alfa-hélice central. En el caso de las
Troponinas C de Tipo Hlb hay un ácido glutámico adicional en la alfa hélice. Utilizando
como molde la estructura tridimensional de varias Troponinas C cristalizadas en
vertebrados podemos inferir la posible estructura de estas proteínas (figura 21 A). La
inserción de un glutámico adicional en el centro de la alfa-hélice central provoca, en la
simulación, una ruptura en la estructura de alfa-hélice (figura 2IB), lo cual podría
proporcionar una diferente flexibilidad de este dominio central de la proteína, encargado
de desplazar un dominio globular con respecto al otro en presencia de calcio. Otra
alternativa posible sería que la adición de un aminoácido desplazara un tercio de vuelta
la alfa-hélice, provocando una diferente distribución espacial de las manos EF con
respecto al resto del complejo troponina, de manera que la primera mano EF (funcional
en las ¡soformas Hlb de drosophilidae) ocupara la posición relativa de la segunda mano
EF (figura 21C).
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En cualquier caso la combinación del patrón de expresión, propiedades de las
manos EF y posibles indels en las Troponinas C hace que cada una de ellas tenga unas
características únicas para dar respuesta a las necesidades específicas de cada tejido
muscular, expresándose por separado, o incluso en conjunto con diferentes niveles de
expresión como se ha descrito para la TpnT de libélula (Marden y otros, 1999, Marden
y otros, 2001).
Proteina Tipo Mano EF I Mano EF II Indels a-hélice Mano EF III Mano EF IV
DmTpnCIa I • + - +
DmTpnCIb 1 - + - - +
AgTpnCI I - + - * +
AmTpnCI I - + - * +
LiTpnC3 I - + - * +
DmTpnCII 0 - - - * +
AgTpnCH II - +Q * +
AmTpnClla II - - - * +




























TABLA 5. Propiedades funcionales conservadas entre diferentes TpnCs de insectos. Unión de calcio
(+) a las manos EF o no (-), unión de magnesio (*) e inserciones/delecciones de aminoácidos en la alfa-
hélice central. Además de los resultados generados por nosotros en Drosophila, Apis y Anopheles, hemos
introducido los datos publicados de Lethocerus (Qiu y otros. 2003).
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A) DmTpnCla B) DmTpnCIIIb DmTpnCIIIb
N( rotado 1/3
FIGURA 21. Predicción de estructura tridimensional para la TpnC de Drosophila. A) Estructura
predicha para la isofomia DmTpnCla usando como moldes estructuras de la TpnC de mamíferos
(Oryclolagus cuniculus). B) Estructura predicha para la isoforma DmTpnCIIIb. Se observa una ruptura en
la alfa-hélice central debida a la inserción de un ácido glutámico. C) Reconstrucción del modelo para
DmTpnCIIIb rolando 1/3 el dominio globular amino terminal con respecto al carboxilo terminal. Los
lazos de las manos EF ocuparían una posición espacial diferente con respecto ai otro dominio de la TpnC.
Las manos EF teóricamente funcionales aparecen dentro de un círculo (discontinuo para el Mg2*).
Características de los genes TpnC. Posición relativa de los intrones
Como se introdujo en la figura 16 (Estructura de los genes TpnC), la posición
relativa de los intrones en los genes troponina C con respecto a las manos EF es un dato
de especial interés para estudiar la evolución de esta familia multigénica. La inserción o
deleción de intrones es un "evento genómico inusual", es decir, es un proceso raro en la
línea evolutiva de un gen, por lo que se puede utilizar para seguir la evolución de los
mismos (Rokas y Holland, 2000, Venkatesh, Erdmann y Brenner, 2001). Yuasa y
Takagi (Yuasa, Cox y Takagi, 1998, Yuasa y Takagi, 2000, 2001) ya introdujeron este
tipo de abordaje para estudiar la evolución de los genes TpnC y las calmodulinas en
precordados, llegando a la conclusión de que la posición de los intrones está muy bien
conservada en estos genes con la excepción del intrón que aparece en la tercera mano
EF, variable en la línea evolutiva de los vertebrados. Aunque intentaron extrapolar los
resultados a los invertebrados, en el caso de Drosophila sólo tuvieron en cuenta el gen
DmTpnCla, lo cual impidió que observaran la variabilidad de la posición de los intrones
en las TpnCs de invertebrados, pues este gen es el que mejor ha conservado los intrones
con respecto a los genes TpnC de vertebrados.
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Nosotros hemos aplicado este abordaje a todos los genes TpnC descritos en esta
memoria, y los resultados están tabulados en la tabla 6. Los intrones se nombran
utilizando el criterio propuesto por Nakayama y Kretsinger (Nakayama y Kretsinger,
1993), a saber, el primer número corresponde a la mano EF que interrumpe el intrón,
seguido de un punto aparece el número del aminoácido interrumpido en la mano EF, y
seguido tras una barra la fase de lectura en la que entra el intrón (0, entre codones, +1 el
intrón comienza tras la primera base del codón y +2 el intrón comienza tras la segunda






































































































































































































































TABLA 6. Posición relativa de los intrones coa respecto a las manos EF en las TpnCs de diversas especies. Los intrones
están definidos por varios números siguiendo la anotación de Nakayama y Kretsinger (1993). El primer número indica la
mano EF que interrumpe el intrón, numeradas estas de 1 a 4 desde el dominio N al C terminal. El segundo número, después
de un punto, indica el residuo en esa mano EF, y el tercer número tras una barra, indica la fase de lectura que interrumpe el
intrón (0, entre codones, 1 entre el primer y segundo nucleótido de un codón y 2 entre el segundo y tercer nucleótido de un
codón). Entre paréntesis se indica la longitud del intrón en bp. (—) indica la ausencia de intrón en esa posición y NA,
información no disponible. La tabla está basada en los datos de Yuasa y Takagi (2000,2001) actualizados con nuestra
información en C. elegam, Fugu, Apis, Anopheles y Drosophilidae. La información en las cuatro Drosophilidae aparece
combinada dado que la mayoría de los intrones están conservados en posición, pero no en longitud, indicándose en la primera
línea los datos de D. melanogaster y D. pseudoobscura y en la segunda los de D. subobscura y D. vtrilis (datos omitidos
cuando no están disponibles). Como en otras figuras se indican los genes de tipo II en cursiva y los de tipo III en negrita.
Estos datos invalidan la teoría previa sobre la alta conservación de la posición de los intrones en protostomos.
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Con excepción del intrón 4.21/1, que está presente en todos los genes TpnC de
insectos, todos los demás son variables dependiendo del gen que observemos. El primer
intrón, localizado uno o dos aminoácidos después del inicio de la traducción, es muy
variable en longitud, pero aparece en casi todos los genes. El último intrón, 4.28/1 está
localizado unos aminoácidos antes del codón de terminación, por ello y al igual que el
primer intrón, tiene más flexibilidad que los demás intrones para aparecer o desaparecer,
pues sólo se requiere un codón de parada a poca distancia para producir una Troponina
C funcional. Esto provoca que estos intrones no sean relevantes para seguir la historia
evolutiva de estos genes, pues son variables hasta el punto de que el intrón 4.28/1
aparece en el gen TpnCIb de D. pseudoobscura y no en el mismo gen de D.
melanogaster.
El intrón de la tercera mano EF en mamíferos, 3.11/2 no aparece en ninguno de
los genes TpnC de insectos, estando de acuerdo con Yuasa y Takagi (2000,2001) en que
el precursor de los genes TpnCs de todos los metazoos no poseía este intrón. En algunos
genes de insectos aparecen intrones en esta mano EF, pero en otras posiciones (3.13/1 o
3.20/2) y pensamos que se han obtenido más recientemente.
El intrón 1.01/1 y el 2.13/1 son los más relevantes para este estudio, pues
podemos datar cómo se han perdido durante la generación de los diferentes tipos de
TpnCs en insectos. El intrón 1.01/1 se ha mantenido en todos los genes de tipo III,
aunque también aparece en los genes de tipo I de Anopheles y en el I y Ilb de Apis. El
intrón 2.13/1 aparece en todos los genes de tipo I, pero adicionalmente aparece en los
genes de tipo III de Apis. Como se discutirá más adelante todos los genes que contienen
el intrón 2.13/1 han evolucionado desde un precursor común, al igual que aquellos que
sólo tienen el intrón 1.01/1 o los que tienen ambos intrones.
Hemos intentado analizar las secuencias intrónicas en busca de elementos
conservados que nos permitieran seguir la evolución de estos genes. Por desgracia los
únicos elementos conservados localizados son aquellos necesarios para el
procesamiento de los intrones, lo cual no nos ha suministrado ninguna información.
Estudios de este tipo se han realizado con éxito cuando se disponía de las secuencias
intrónicas de un gen en varias especies muy próximas en la evolución (hasta un máximo
de diez millones de años, (Clark, Leicht y Muse, 1996)).
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Estructura de los genes TpnT y Tpnl en insectos
Una vez analizados los genes Troponina C de varias especies de Drosophila,
Anopheles y Apis, nos propusimos hacer un esfuerzo similar con los otros dos genes que
codifican los miembros del complejo Troponina. Los genes TpnT y Tpnl en Drosophila
son genes únicos y obtienen su repertorio de isoformas por procesamiento alternativo
(Barbas y otros, 1993, Benoist y otros, 1998). En la figura 22 se presentan las
estructuras génicas de la TpnT y la Tpnl en los dípteros analizados y las secuencias
correspondientes a Apis mellifera que hemos podido ensamblar a partir de alineamientos
de los fragmentos disponibles del genoma de este insecto, con un tamaño medio de 800
bp. Aunque las regiones 5' de ambos genes no han sido localizadas en esta especie, la
mayor parte de la región codificante esta disponible.
La estructura génica está muy bien conservada en todas las especies siendo la
principal diferencia entre ellas el tamaño de los genes, creciente desde D. melanogaster
hasta A. gambiae, de una manera relativa al tamaño del genoma de cada organismo (de
178kB en D.melanogaster (Adams y otros, 2000) a 278 Kb en A. gambiae (Holt y otros,
2002)) y debido a la variación en el tamaño de los intrones. La localización
cromosómica de estos genes no está conservada al igual que ocurría con los genes
TpnC. Ambos genes aparecen en el cromosoma X de D. melanogaster, mientras que el
gen AgTpnT aparece en el brazo derecho del cromosoma 2 de Anopheles y el gen
AgTpnl ha sido localizado en un fragmento desconocido del genoma.
El gen Troponina T tiene exactamente la misma composición exónica en todas
las especies analizadas y la secuencia de estos exones está muy bien conservada. La
secuenciación de los mensajeros de TpnT en D. subobscura nos proporcionó una región
altamente variable localizada exactamente en el exón 10. Un análisis de las secuencias
genómicas de D. melanogaster, D. pseudoobscura y D. virilis (clonada en nuestro
laboratorio (Benoist y otros, 1998)), nos hizo observar que esta nueva secuencia
aparecía conservada en todas las especies y correspondía a un nuevo exón 10 (10A por
su posición en el gen) mutuamente excluyeme con el exón 10 (10B) previamente
descrito, ambos con la misma longitud, 79 nucleótidos que codifican para 26
aminoácidos. Esto incrementa las regiones de variabilidad por procesamiento alternativo
en este gen a dos, una de ellas localizada en la región amino terminal de la proteína y
otra en la región carboxilo terminal justo antes de que comience la secuencia terminal
rica en ácido glutámico. La principal diferencia entre estos genes está en la longitud de
la cola de poliglutámicos, que está dividida en dos exones en el gen TpnT de Anopheles.
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Genes Trunonina T
DmTpnT D
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FIGURA 22. Estructuras génicas de la Troponina T y la Troponina I en insectos. Los exones
codificantes se muestran en azul y los no codificantes en blanco, exones que sufren procesamiento
alternativo aparecen en azul oscuro y aquellos mutuamente excluyentes en rojo. El DNA genómico está
simbolizado por una línea continua que conecta los exones, por lo que no aparece en las secuencias de
cDNA. Cuando la línea está interrumpida indicamos que es el final de la secuencia genómica conocida.
La estructura génica de la Troponina T (arriba) y la Troponina 1 (abajo) están bien conservadas entre los
dípteros, aunque algunas fusiones de exones son potencialmente interesantes (desaparición del exón 3 del
gen AgTpnl). Aunque los genes de Anopheles poseen ¡ntrones más largos que los de Drosophüa, la
mayoría de los exones están conservados. En el caso de los exones 6 del gen Tpnl se observan algunos de
ellos marcados discontinuamente en rojo. En D. subobscura y D. virilis no disponemos de esas
secuencias, y en Anopheles parecen haber perdido su funcionalidad. En el caso de A. meliifera, también se
han localizado los exones alternativos 10A y 10B de la TpnT, y el 9 y cuatro exones de tipo 6 de la Tpnl.
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El gen Tpnl también ha conservado la mayoría de sus características en las
especies estudiadas. El exón alternativo 9 aparece en todas las especies, aunque no
ocurre lo mismo con el exón 3, que no aparece en el gen de Anopheles hasta el punto de
que los exones 2 y 4 están fusionados en un exón único. En Apis el exón 2 no está
fusionado con el 4, aunque aún no hemos localizado el exón 3. En la región central de la
Tpnl aparece una región de alta variabilidad obtenida por procesamiento alternativo de
varios exones 6 con el mismo tamaño y mutuamente excluyentes. Como se describió en
la introducción, los exones 6al(embrionario) y 6bl (IFM) tienen especificidad de tejido
y niveles de expresión más altos que los exones 6a2 y 6b2 en D, melanogaster, aunque
todos ellos son detectables por Northern (Barbas y otros, 1993) o RT-PCR (datos no
mostrados) en todos los tipos musculares. Como se muestra en la figura 22, la baja
expresión de estos exones nos ha impedido el clonaje y posterior secuenciación del exón
6a2 en D. subobscura y de tanto 6a2 como 6b2 en D. virilis. En el gen AgTpnl hemos
localizado hasta 5 posibles exones 6, aunque sólo 6al, 6bl y 6b2 mantienen un alto
grado de conservación de secuencia con respecto a las secuencias de Drosophilidae.
Curiosamente, en Apis hemos localizado cuatro exones de tipo 6, al igual que en
Drosophilidae, aunque no se puede descartar que exista alguno más en la región aún no
secuenciada que separa los dos alineamientos de secuencia que hemos obtenido.
Características de los genes TpnT y Tpnl. Análisis de secuencias
En la figura 23 se muestran varios alineamientos de las secuencias de los exones
alternativos de estos genes en los insectos analizados y otros artrópodos (para la TpnT,
los insectos Libelulla pulchella y Periplaneta americana y para la Tpnl el acaro
Haemaphysalis longicornis). La secuencia de la TpnT está conservada casi en un 100%
en las regiones de la proteína codificadas por los exones constitutivos, y dentro de
Drosophilidae incluso los exones alternativos mantienen la conservación de la
secuencia. Los exones 10A y 10B retienen la mayor parte de la variabilidad de la
proteína, aunque siguen estando muy bien conservados en Drosophilidae (figura 23B).
El mismo grado de conservación se encuentra en el gen Tpnl. Aunque el exón 10
es constitutivo, la inclusión del exón 9 en el transcrito de la Tpnl provoca un codón de
parada utilizando las dos últimas bases del exón 9 y la primera del exón 10, por lo cual
funcionan como si fueran exones mutuamente excluyentes. Sus secuencias están bien
conservadas en Drosophilidae, pero los exones localizados en Anopheles, a pesar de
tener una composición de aminoácidos similar, están menos conservados (figura 23C).
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FIGURA 23. Alineamientos de las regiones variables N' y C de la TpnT y Tpnl. A) Conservación de
la región variable N-terminal de la TpnT. Las secuencias están perfectamente conservadas en
Drosophilidae, pero algunas variaciones aparecen en Anopheles y más aún en otros insectos. B) Región
variable C-terminal de la TpnT. Esta región está muy bien conservada en Drosophilidae, aunque la
comparación entre los exones I0A y IOB muestra poca conservación. La menor conservación de los
exones de Anopheles y Apis sugiere que esta duplicación pudo producirse independientemente en la
adquisición del mecanismo asincrónico de los IPMs en distintos órdenes de insectos, y no estar presente
en otros insectos como L. pulchellá o P. americana que carecen de este mecanismo asincrónico. O)
Región variable C-terminal de la Tpnl. Este alineamiento nos indica una tasa de variación similar a la de
la región C-terminal de la TpnT. D) Alineamiento de la región variable N-terminal en la Troponina I. El
exón 3 sólo esta presente en Drosophilidae y contiene un número variable de repeticiones "PAANGKA"
en un contexto rico en prolina y alanina similar al que se ha observado en la Tmll (Mateos y otros.
Enviado). Desgraciadamente las secuencias S' y 3' terminales de la región codificante de la Tpnl en Apis
no han sido localizadas y no podemos comprobar la existencia de secuencias similares a las del exón 3 en
este género de insectos.
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Sin embargo lo más relevante en este sentido es la presencia del exón 3 en
Drosophilidae (figura 23D). La secuencia codificada en este exón es rica en prolinas y
alaninas, repitiéndose la héptada "PAANGKA", y aunque no está linealmente
conservada en Drosophilidae, las características del exón son similares en las especies.
En la figura 24A mostramos los árboles filogenéticos obtenidos a partir de la
secuencia de nucleótidos o de la proteína correspondiente a los exones 6 de la
Troponina I. Estos árboles ofrecen un aspecto similar a los que construimos con los
genes Troponina C en la figura 17 en número de isoformas, tasa de evolución y patrones
de expresión, sugiriendo una posible relación entre ellos. Los exones de tipo al y bl al
tener tasas de expresión mayores están más limitados en su evolución, mientras que el
resto de los exones de tipo 6 han divergido rápidamente. Es interesante observar que el
exón 6a2 en Drosophilidae ha evolucionado independientemente del exon 6a2 en Apis,
al igual que ocurría con el gen DmTpnCla (en Apis sólo existe un gen de Tipo I). El
análisis de las secuencias genómicas del gen en Drosophilidae ha revelado una mutación
en la región donadora del splicing en el exón 6a2, motivo por el que pensamos que este
exón puede haber perdido su funcionalidad (figura 24B). El exón 6a2 en Apis mantiene
conservada la secuencia donadora del splicing, corroborando su distinto origen con
respecto al exón 6a2 de Drosophilidae. En Anopheles, el exón 6b3 y el exón 6a2
mantienen relativamente conservada la secuencia de cDNA, pero la secuencia proteica
ha perdido completamente su funcionalidad por la inserción de codones de parada.
Patrón de expresión diferencial de las isoformas de TpnT y Tpnl
En la figura 25 se muestran los patrones de expresión detectados por RT-PCR de
los genes TpnT y Tpnl en D. subobscura y D. virilis en dos fracciones representativas
del desarrollo de Drosophüa (larvas y pupas) que contienen todos los transcritos
descritos para estos genes. Todos ellos han sido localizados y poseen una expresión
similar a la descrita para D. melanogaster (Barbas y otros, 1993, Benoist y otros, 1998).
Combinaciones de los exones 3, 4 y 5 aparecen en los transcritos de la TpnT en
músculos larvarios y abdominales discriminando entre ellos, mientras que el transcrito
de los IFMs, ampliamente representado en el estadio de pupa, no presenta ninguno de
estos exones alternativos. El exón 9 de la Tpnl aparece exclusivamente en los músculos
del adulto, acompañado o no del exón 3. La composición exónica de los transcritos de
TpnT y Tpnl que se expresan en cada músculo, así como los de la TpnC aparecen
agrupados en la tabla 7.
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Dm-E6b2 CCGCAG ELQTICKQYWQRVYSLEGDKFDLEHVQKVKAQE GTAAAT
Dp-E6b2 CCGCAG ELQTICKQYWQRLYALEGDKFDLEHVQKVKAQE GTAAftT
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FIGURA 24. Propiedades de los exones 6 de la Tpnl en insectos. A) Relaciones filogenéticas entre los
exones 6 de la Tpnl de insectos. Los exones de tipo 6a y 6b se comportan de una manera similar a los
genes TpnC I y III (figura 17). B) Alineamientos de la secuencia proteica flanqueada por las regiones
donadoras y aceptoras de "splicing" de los exones de tipo 6 en insectos. Se observa claramente que los
exones 6a 1 y 6a2 se han originado independientemente en Drosophilidae y Apis.
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Troponina T E1-E6
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FIGURA 25. Conjunto de isoformas expresadas diferencialmente a lo largo del desarrollo para la
Troponina T (izquierda) y la Troponina I (derecha). Mostramos el patrón de expresión de isoformas
en larvas (L) o en adultos (similar al de pupas tardías (P)) para la TpnT y Tpnl detectado por RT-PCR en
D. subobscura y D. virilis. + y - representan la presencia o no de retrotranscriptasa. Las isoformas
debidas a los exones alternativos, mutuamente excluyentes 10 para la TpnT y 6 para la Tpnl tienen el
mismo tamaño, por lo que son indistinguibles con este abordaje. Todas las isoformas esperadas han sido
























TABLA 7. Repertorio de isoformas previamente descrito para las Troponinas en D. melanogasler. Se
muestran los transcritos detectados en diferentes estadios o tipos musculares por la presencia (+) o ausencia
de exones alternativos. Datos obtenidos de Barbas y otros (1993), Benoist y otros (1998), y Herranz y otros
(2003). No se habían localizado los transcritos específicos que discriminaran entre 1FM y TDTs. El
asterisco indica que el exón es mutuamente excluyeme.
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Hasta este momento no se había podido detectar ninguna diferencia entre los
transcritos de la TpnT que se expresan en los músculos de vuelo y del salto. El
descubrimiento del nuevo exón 10A ha permitido encontrar esa diferencia. En la figura
26 se muestran los transcritos que se están expresando diferencialmente en fibras
musculares aisladas del tórax de Drosophila. En la figura 26A demostramos, utilizando
un cebador del exón 6 (constitutivo) combinado con dos cebadores específicos para el
exón 10A y otros dos para el exón 10B, que la expresión del exón 10B (caracterizado
previamente) se produce tanto en embriones como en adultos, sin embargo el nuevo
exón 10A es específico de adultos, y muestra niveles muy altos de expresión
únicamente en el tórax de Drosophila. En la figura 26B se observa como esta expresión
específica de tórax se detecta tanto en los IFMs como en los TDTs (al igual que ocurría
con los genes TpnCIIIb) mientras que el exón 10B no es detectado en absoluto en los
IFMs. Por lo tanto el transcrito específico de IFMs no contiene ningún exón alternativo
de la región variable amino terminal (Exones 3 a 5, figura 25) y posee el exón 10A
(figura 26B). Aunque este exón también es detectado en los TDTs pensamos que su
expresión debe ser menor, al igual que ocurría con el gen TpnCIIIb en las hibridaciones
in situ, teniendo en cuenta además que también se detectan transcritos que contienen el
exón 10B en esta fracción.
Aunque se había detectado que el transcrito de la Tpnl específico de IFMs
contenía mayoritariamente el exón 6b 1, quedaban dudas con respecto al resto de los
exones alternativos de este gen (Exones 3 y 9) aunque se había descrito que al menos el
exón 3 es especifico de adultos (Barbas y otros, 1993) y nosotros hemos corroborado
que el exón 9 también lo es. Utilizando cebadores específicos para amplificar por RT-
PCR las regiones entre el exón 8 y el exón 9 o el exón 10 (figura 26C), hemos
observado que si bien aparecen transcritos que contienen el exón 9 tanto en IFMs como
en TDTs, en estos últimos su proporción con respecto a los transcritos que carecen de
este exón alternativo es mínima. Por lo tanto el exón 9 es específico de los músculos
indirectos de vuelo. Cuando sustituimos el cebador del exón 8 por el del exón 2 para
poder detectar también la ausencia o presencia del exón alternativo 3 (figura 26D)
observamos que el patrón de expresión del exón 3 está asociado al del exón 9,
apareciendo mayoritariamente en los IFMs, no obstante se detecta una expresión
residual de transcritos que contienen el exón 9 y no contienen el exón 3 en cabezas y
abdómenes. Así mismo no se detecta ningún transcrito que contenga el exón 3 y el exón
10 simultáneamente.
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A) TpnT E6 y cuatro cebadores específicos para E10
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FIGURA 26. Diferencias en el patrón de expresión de los transcritos de TpnT y Tpnl en la
musculatura adulta de Drosophila melanogaster. A) Patrón de expresión de los exones 10 mutuamente
excluyentes de la TpnT detectado con un cebador del exón 6 y cuatro cebadores especffícos del exón ÍOA
o el 10B en extracciones de adultos, embriones o tóraces. El exón ÍOA se expresa sólo en adultos y muy
intensamente en tóraces, mientras que el exón 10B es más general. B) Patrón de expresión en fracciones
del adulto (cabeza (C), IFM (I), TDT (T) y abdomen (A)). Se utilizaron cebadores para los exones 6 y
ÍOA o 10B de la TpnT. El exón 10B se expresa en todos los músculos del adulto excepto en los IFM. El
exón ÍOA es especifico de IFM aunque también se expresa en los TDT. C) Cebadores para la región 3'
del gen Tpnl se utilizaron en experimentos de RT-PCRs (Exón 8 a 9 y 8 a 10). El exón 9 se expresa sólo
en el tórax, y es exclusivo en los IFM. El exón 9 utiliza Eos primeros dos residuos del exón 10 para
generar un codón de parada, por lo que el cebador del exón 10 detecta como una banda de menor tamaño
las isoformas que carecen del exón 9 y con una banda mayor las que poseen ambos exones. Aunque en
los TDT se expresan isoformas con y sin el exón 9, la ¡soforma mayoritaria carece de este exón. D)
Utilizando cebadores del exón 2 y del exón 9 o 10 de la Tpnl detectamos por RT-PCR que las ¡soformas
que contienen el exón 3 son expecificas de tórax y siempre contienen también el exón 9. Los controles
negativos para la retrotranscripción no mostraron ninguna banda y no se muestran.
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DISCUSIÓN
Historia evolutiva de los genes de la Troponina C
Establecido el complemento génico de Troponinas C para cada especie de
insectos estudiados, nos debemos preguntar cómo se ha obtenido esta variabilidad
génica tan alta, y si realmente se puede considerar que los genes que actualmente tienen
las mismas propiedades funcionales (patrón de expresión y características de sus manos
EF) en los diferentes insectos son verdaderos genes ortólogos o han evolucionado de
una forma diferente en cada organismo a partir de distintos genes precursores para
obtener, por convergencia, un repertorio similar de isoformas.
El origen evolutivo de las Troponinas C se remonta a la base de la
diversificación de los metazoos. Los primeros estudios realizados en tomo a la
evolución y clasificación de proteínas con manos EF estaba centrado básicamente en
vertebrados (Nakayama y Kretsinger, 1994, Kawasaki, Nakayama y Kretsinger, 1998).
No obstante ya se describió que las Troponinas C de invertebrados no formaban parte
de la familia CTER de proteínas con manos EF (Calmodulina, TpnC de vertebrados,
cadena Esencial y cadena Reguladora de la miosina). De hecho, cuando se realiza un
BLAST específico con una TpnC de vertebrados o de invertebrados aparecen los
correspondientes genes TpnC del mismo grupo, pero separando ambos grupos aparecen
otras proteínas con manos EF como la calmodulina o la cadena ligera de la miosina
(mlc-1). Hemos confeccionado un árbol filogenético (figura 27) utilizando las
secuencias proteicas de las Troponinas C secuenciadas en protostomos, algunas
Troponinas C de los principales grupos dentro de los deuterostomos y tres Calmodu-
Iinas representativas de deuterostomos, ecdisozoos y lofotrochozoos. Para establecer el
origen del árbol filogenético incluimos algunas cadenas ligeras de la miosina como
"outgroup". Ambos grupos de TpnC aparecen claramente diferenciados en el árbol,
estando el grupo de invertebrados mucho más diversificado. La aparición de las
calmodulinas, más próxima al grupo de TpnC de deuterostomos, implica un origen muy
temprano de las TpnCs de protostomos. Dentro de los protostomos, los lofotrochozoos
(anélidos y moluscos) están muy bien diferenciados de los ecdisozoos (artrópodos y
nemátodos), habiéndose producido la principal diversificación en la base de los insec-
tos. Tanto los nemátodos como los crustáceos poseen varias isoformas de TpnC pero
claramente han evolucionado a partir de un gen TpnC único en cada filo de organismos.
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FIGURA 27. Árbol filogenético proteico sin raíz para 66 TpnCs y 3 calmodulinas representativas del reino
animal. Hemos utilizado la proteína miel de varías especies de Drosophila como "outgroup" para definir el nodo
del árbol. Como se describe en el texto la separación de la TpnC de protostomos y deuterostomos se refleja
claramente en el árbol. Mientras que en mamíferos sólo se ha seleccionado una duplicación del gen TpnC (isoforma
esquelética rápida frente a isoforma lenta/cardiaca, con duplicaciones adicionales en los anfibios y peces teleósteos),
la diversificación y especialización en insectos ha sido la norma. El origen monofilético de las TpnCs de artrópodos
aparece reflejado en el árbol y en los valores bajos de bootstrap representados con una elipse gris. Los nombres de
los genes de las especies de Drosophila han sido eliminados del árbol y sustituidos por círculos resaltando las
ramificaciones. La escala indica la distancia medida en número de sustituciones por sitio (0.1).
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Nuestro análisis nos hace proponer un modelo para la evolución de los genes
TpnC en protostomos, especialmente en los insectos. Teniendo en cuenta la similitud de
secuencia y función de las manos EF 1-3 y 2-4 inferimos que el precursor común de la
TpnC y la Calmodulina se generó por duplicación de un precursor con dos manos EF
(figura 28). Durante la evolución inicial de los metazoos, la afinidad calcio/magnesio en
distintas duplicaciones de la gran familia de proteínas con cuatro manos EF cambió, y
diversos grupos de genes divergieron, entre otros, la TpnC de protostomos, la
calmodulina y la TpnC de deuterostomos. El precursor común de estos genes compartía
el mismo grupo de intrones como sugirieron Yuasa y Takagi (Yuasa, Cox y Takagi,
1998, Yuasa y Takagi, 2000,2001), todos los intrones localizados en los genes TpnC de
vertebrados con excepción del intrón localizado en la tercera mano EF. Este precursor
estaba localizado en la base de la diversificación que generaría las calmodulinas y más
tarde la isoforma cardiaca/fibra esquelética lenta y la isoforma de músculo esquelético
de fibra rápida. Duplicaciones adicionales de estos dos genes TpnC de vertebrados se
dieron en el pez cebra y en los anfibios, debido a fenómenos relativamente recientes de
duplicación de grandes segmentos genómicos en estos grupos.
La TpnC en la rama de los protostomos perdió la funcionalidad de la primera
mano EF, mientras que la tercera mano EF decantaba su funcionalidad hacia la
captación de cationes magnesio, posiblemente para fortalecer la interacción TpnC-Tpn]
en el complejo Troponina. Los genes TpnC de los lofotrochozoos han mantenido la
posición relativa de sus intrones y sus manos EF han conservado esta funcionalidad.
Dentro del grupo ecdysozoa, los nemátodos mantienen dos copias del gen TpnC,
probablemente obtenidas a partir de un gen único. Estos genes han divergido
rápidamente habiendo preservado escasa similitud entre ellos, quizás debido a la alta
especialización del gen TpnC2 (específico de músculo faríngeo). Algo parecido
aconteció con los genes TpnC de los artrópodos no insectos (crustáceos como el
cangrejo o el quelicerado ancestral, cacerola de las molucas). Todas sus TpnCs se
agrupan en una rama filogenética común sugiriendo que han evolucionado a partir de un
gen ancestral único para todos los artrópodos. Los genomas de estos organismos no han
sido secuenciados completamente, por lo que podría esperarse que aparecieran nuevos
miembros de la familia TpnC con peculiaridades funcionales equivalentes a las de los
genes de tipo II o III de insectos para poder dar cuenta de los diferentes tipos
musculares que aparecen en un filo tan tremendamente diversificado como es el de los
artrópodos.
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FIGURA 28. Esquema general de la evolución de los genes TpnC en los Metazoos. Hemos utilizado
toda la información disponible, patrones de expresión, posición de los intrones, conservación de la
secuencia primaría y de las manos EF, para construir este esquema. A partir de un precursor con 2 manos
EF se obtuvo, por duplicación y fusión, el precursor de la familia con cuatro manos EF. Este ancestro
común de las TpnCs y calmodulinas de todos los metazoos (LMCA), poseía un repertorio determinado de
intrones ((-n), 1.01,2.13 y 4.21). Sucesivos eventos duplicativos (cuadro negro), dieron lugar al precursor
de la TpnC de protostomos, la calmodulina y la TpnC de deuterostomos. Con un número relativamente
bajo de cambios, la TpnC de deuterostomos y las calmodulinas han mantenido la mayoría de las
propiedades que poseían esos precursores. El precursor de la TpnC de protostomos sufriría profundos
cambios en las propiedades de sus manos EF, manteniendo la funcionalidad sólo de la segunda y cuarta
manos EF, y dirigiendo la tercera mano EF hacia la captación de cationes magnesio. La especiación
permitió que los diferentes genes TpnC en los protostomos evolucionaran independientemente. En los
nemátodos y artrópodos nuevos episodios de duplicación génica añadieron una mayor diversificación a
las TpnCs, hasta alcanzar el número de tres genes precursores de la Troponina C en insectos.
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En la base de la diversificación de los insectos cabe esperar que existieran tres
genes precursores de los genes TpnC y podemos inferir su historia evolutiva siguiendo
los procesos de ganancia o pérdida de intrones en ellos. Inicialmente el precursor común
de los genes TpnC de insectos sufrió una primera duplicación y divergió para generar el
precursor de tipo 1 manteniendo los intrones 1.01 y 2.13 (tipo I de drosophilidae). El
segundo gen perdió el intrón 2.13 y tras una segunda duplicación dio lugar al precursor
de tipo III (genes tipo III de drosophilidae) y al de tipo II, que también perdió el intrón
1.01 y la funcionalidad de su segunda mano EF. Estos eventos sucedieron en la base de
la diversificación de los insectos, al menos antes de la separación himenóptera-díptera
(hace unos 300 millones de años, figura 29).
En el periodo en el que se estaban diversificando las diferentes especies de
dípteros e himenópteros (300 a 250 millones de años) se especializaron los genes
específicos del vuelo. Está descrito que la adquisición del mecanismo de contracción
asincrónica en los IFMs se ha producido independientemente en varios grupos de
insectos (Pringle, 1981, Dudley, 2000, Josephson, Malamud y Stokes, 2000). En el caso
de los genes TpnC se eligieron distintos precursores para generar las isoformas
específicas de IFMs en dípteros y en himenópteros. En Apis mellifera el precursor de
tipo I se duplicó, uno de los genes incorporó un nuevo intrón (3.13/1) y asumió la
función de gen tipo I (AmTpnCI). La secuencia de la otra copia, probablemente forzada
por la adaptación al vuelo, divergió rápidamente de la del gen AmTpnCI y se duplicó a
su vez para dar lugar a los genes AmTpnCIIIa y AmTpnCIIIb. Este último añadió un
residuo de ácido glutámico adicional en su alfa-hélice central y se adaptó a la nueva
función de los IFMs. En la rama de los dípteros los verdaderos genes de tipo III se
generaron por sucesivas duplicaciones del precursor de tipo III. La primera de ellas se
produjo antes de la separación entre Anopheles y Drosophila, separando un gen
precursor de los genes Illa que no sufrió cambios en sus manos EF o en sus intrones y
un precursor de los genes Illb. Este precursor IHb incorporó el intrón adicional 4.28, y
en el caso de Anopheles sufrió dos duplicaciones más para generar los tres genes Illb
del mosquito, que se diferenciaron en la región de estabilización por cationes magnesio.
El precursor de tipo III en Apis no se utilizó para obtener los genes de tipo III,
por lo que acabó produciendo el gen AmTpnCIIb. El precursor de tipo II generaría una
copia de tipo II para cada especie, al igual que el precursor de tipo I, con la excepción
de drosophilidae. Antes de que se diversificaran las especies de Drosophila estudiadas
(hace unos 60 millones de años) el precursor de tipo I se duplicó generando los genes
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FIGURA 29. Diversificación evolutiva de los genes TpnC en insectos. Los eventos duplicativos
(cuadros negros), la adición de residuos y la ganancia o pérdida de intrones están indicados, así como los
patrones de expresión en Drosophilidae y Apidae. Después de la diversificación de ios tres precursores
TpnC de insectos, las posiciones de los intrones y las propiedades de sus manos EF cambiaron, dirigiendo
cada gen a funciones más especializadas. Los genes de Tipo II acumularon un número relativamente bajo
de variaciones, probablemente debido a su patrón de expresión más generalizado. El precursor de tipo I
en Apis (Azul) y el de tipo III en Anopheles (Rojo) y Drosophila (Verde) sufrieron hasta tres eventos
duplicativos independientes, suceso especialmente ejemplificado en Anopheles, para obtener la isoforma
lila y tres ¡soformas de tipo 111b, capaces de tener un papel de refinado en la función de los músculos
indirectos de vuelo. Es reseñable como los genes de tipo III en Apis se han generado a partir de un
precursor diferente que sus genes parálogos en dípteros.
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TpnCIa y Ib. Las secuencias de estos genes están tan próximas en las especies utilizadas
de Drosophila que utilizando cebadores específicos de un gen para una de las especies
se puede amplificar preferentemente el gen parálogo en otra especie, sugiriendo que esta
duplicación sucedió poco tiempo antes de la diversificación del grupo drosophilidae.
Teniendo en cuenta los datos de Drosophilidae, durante los últimos 60 millones
de arios los genes no han sufrido grandes variaciones a nivel de funcionalidad de las
manos EF o de la posición de los intrones, aunque el gen TpnCIa en D. pseudoobscura
posee el intrón 4.28/1 mientras que el mismo gen en D. melanogaster carece de él. Este
intrón sólo introduce una variación en los últimos aminoácidos de la proteína y es por
ello más flexible su evolución. Los genes AgTpnCIIlb2 y IIIb3 al igual que ocurre con
los genes AmTpnCIIIa y Hlb están muy próximos en el genoma y su secuencia está
bastante bien conservada para tener una función tan especializada en músculos de vuelo.
Esto nos hace pensar que su diversificación ha sido más reciente que la de los genes Illa
y Hlb de los dípteros.
Estos datos hacen pensar que la gran diversificación observada en los genes de
tipo III debe estar asociada al mecanismo de activación por estiramiento que se produce
en los músculos indirectos de vuelo. Aunque los precursores génicos han sido
diferentes, las secuencias han convergido hasta obtener una similitud de secuencia que
puede inducir a pensar que son genes ortólogos. El número de genes implicados en el
proceso parece estar asociado también a las necesidades de cada organismo. El pequeño
mosquito Anopheles necesita mantener una frecuencia de batido (hasta 1000 Hz) mucho
más alta que Drosophila (unos 200 Hz) para mantener el vuelo, por lo que posee tres
copias del gen Hlb. Las mariposas (lepidópteros) en cambio tienen frecuencias de 4 Hz.
Coevolución de los genes del complejo Troponina
En la Tabla 8 podemos observar la distribución final de los transcritos de los
genes implicados en el complejo troponina una vez establecidas las isoformas
específicas de los IFMs para todos ellos. Tal y como se ha presentado en la sección de
resultados, los transcritos que contienen ciertos exones alternativos se están
coexpresando, al menos en lo que se refiere a los músculos indirectos de vuelo. Los
genes TpnT y Tpnl, al ser genes únicos, han tenido que evolucionar utilizando el
procesamiento alternativo de exones, siendo estos exones los que han sufrido el
moldeado evolutivo. A la vista de la coexpresión de estos exones debemos inferir que la
evolución de estos elementos modulares se ha realizado concertadamente.
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TABLA 8. Repertorio de isoformas Troponina en D. melanogasler. Una vez añadidos nuestros
resultados a los presentados en la Tabla 7, ha quedado establecido cuál es el complemento de isoformas
que están implicadas en la funcionalidad de los músculos indirectos de vuelo. Aún quedan incógnitas por
resolver, como cuál es el repertorio de isoformas implicadas en el funcionamiento de los músculos del
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FIGURA 30. Coevolución tejido-específica de las proteínas del filamento fino de Drosophila.
Extendiendo el análisis evolutivo y en conjunción con los datos de co-expresión de isofonnas mostrados
en la tabla 8, podemos conectar todas las isofonnas en una red evolutivo/funciona!. Las isoformas de
Tpnl están manteniendo unido el complejo troponina, y sus isofonnas especificas de tejido muscular
deben interaccionar con el resto de isoformas del complejo. En el esquema se muestran las posibles
interacciones entre isoformas, y se puede deducir que todas ellas han coevolucionado como resultado de
su interrelación en el filamento fino. Los nombres de los genes están en cursiva y las isoformas presentes
en los músculos torácicos se muestran en negrita.
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En la figura 30 se han representado las relaciones que hemos establecido entre
los diferentes exones alternativos del gen Troponina I con respecto a los genes TpnC y a
los exones alternativos del gen Troponina T y la Tropomiosina. Los exones 6 de la Tpnl
no sólo tienen una relación con los genes TpnC en su número, sino también en su
expresión génica. Los exones 6a se expresan junto con los genes TpnCI en los tejidos
larvarios y en los músculos abdominales, y de manera análoga los exones 6b se
expresan en los músculos del adulto como los genes TpnCHI, siendo el exón 6b1 y el
gen TpnCIHb los específicos de los IFMs. De hecho el repertorio de los genes de actina
es también muy similar en número y patrón de expresión al de los genes TpnC (Lovato
y otros, 2001), y se pueden clasificar utilizando la misma nomenclatura.
La Tpnl y la TpnT están coexpresando también los exones 9 y 10A
respectivamente en los IFMs, mientras que en el resto del adulto y en los músculos
larvarios se expresan los exones 10 (Tpnl) y 10B (TpnT). Una tercera relación se puede
encontrar entre el exón 3 de la Tpnl y la Tropomiosina H (isoforma específica de IFMs
de la Tropomiosina) y por otro lado la región variable amino terminal de la TpnT
(exones 3, 4 y 5) con la Tropomiosina sin la extensión característica de la TmH. De
hecho la TmH es el producto de la adición de un exón adicional en la parte carboxilo
terminal de la Tm (Mateos y otros, Enviado)), provocando la elongación de la proteína
con una secuencia que contiene la héptada repetida "APPAEGA", una secuencia tan
rica en prolina y alanina como la que está codificando el exón 3 de la Tpnl en
Drosophilidae ("PAANGKA").
Todas estas relaciones no sólo se sustentan en la coexpresión de los respectivos
transcritos, sino también en la tasa de variación de secuencia que se ha acumulado en
cada dominio. Mientras que la mayoría de las regiones han variado relativamente poco,
las tasas de variabilidad encontradas en los genes TpnC y los exones 6 de la Tpnl son
muy elevadas (entorno al 50-60% de similitud entres las secuencias). Por otro lado hay
un mayor número de exones 6b en el gen Tpnl y genes TpnCIII en Anopheles, y los
exones 6a2 de la Tpnl de Drosophilidae y Apis han evolucionado independientemente al
igual que los genes TpnCIa de Drosophilidae y TpnCHa de Apis. Estos datos nos hacen
pensar que la evolución de estos dos grupos de secuencias están asociadas entre sí, y
también con los genes de actina, aunque estos últimos han acumulado poca variación en
su secuencia debido a las fuertes restricciones estructurales que posee esta proteína.
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Un modelo funcional integrador del repertorio de isoformas de los genes
Troponina en los distintos tipos musculares de Drosophila
La coevolución de los tres componentes del complejo Troponina, incluso de los
genes de Actina y de la Tropomiosina no es sorprendente si tenemos en cuenta que su
funcionalidad está claramente limitada por las interacciones que estos componentes
tienen que establecer en el filamento fino del músculo de los insectos. Todas estas
isoformas tienen que estar interaccionando en el complejo Troponina, respondiendo
conformacionalmente a las variaciones en los niveles de calcio intracelular.
En vertebrados existe bastante información estructural para este complejo, de
hecho se conocen las regiones de cada proteína que están interaccionando con las demás
tanto en alta como en baja concentración de calcio (Filatov y otros, 1999, Gordon,
Homsher y Regnier, 2000, Gordon, Regnier y Homsher, 2001). También existe
información estructural, aunque mucho menos concreta, en el insecto Lelhocerus
indicus (Wendt, Guenebaut y Leonard, 1997, Wendt y Leonard, 1999). Modelos
tridimensionales para la estructura de la TpnC pudieron ser realizados dado que esta
proteína, en vertebrados, ha podido ser cristalizada. La estructura tridimensional de la
TpnT y la Tpnl en vertebrados comienza a ser desvelada (Takeda y otros, 2003), pero
aún no se dispone de cristales con la estructura completa, por lo que hemos empleado el
programa PSIPRED para predecir la estructura secundaria de ambas proteínas, tanto en
Drosophila como en humanos, en los cuales se conocen las regiones de interacción
entre las proteínas. Hemos detectado que las estructuras predichas para las proteínas, a
pesar de que la secuencia primaria no siempre está bien conservada, es muy similar en
los dos organismos, de modo que podemos construir un modelo extrapolando las
regiones que van a estar interaccionando en el complejo Troponina de insectos. Un
ejemplo de estos resultados se puede observar en la figura 31A para las isoformas
asincrónicas de Tpnl. Del mismo modo, utilizando el programa Bioedit realizamos un
modelo de estructura en alfa-hélice para las héptadas repetidas del fragmento de la Tpnl
correspondiente al exón 3 y la elongación de la TmH (figura 3 IB). La repetición de
estas héptadas sugiere una posible interacción coiled-coil entre ellas.
Con toda esta información hemos confeccionado un modelo para las
interacciones de estas proteínas en diferentes tejidos musculares y en estado activo (alta
concentración de calcio) o relajado. En la parte superior de la figura 32 se muestra el
modelo para la disposición de los componentes del complejo troponina en los músculos
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FIGURA 31. Predicción de estructuras secundarías para la TpnT y Tpnl. A) Comparación entre las
predicciones de estructura secundaria de la Tpnl cardiaca en mamíferos y la isoforma de lFMs de
Drosophila (sin la región del exón 3, sin estructura secundaria, para simplificar la figura). Aunque la
secuencia no está bien conservada entre estas dos proteínas, las estructuras secundarías si lo están, y
hemos extrapolado las interacciones conocidas en mamíferos a Drosophila, observando que las regiones
codificadas por exones alternativos tienen un importante papel en las interacciones. B) Diagrama
helicoidal para las hépladas repetidas codificadas en el exón 3 de la Tpnl y el exón 15 de la TmH. Estas
secuencias son compatibles con una estructura secundaria de coiled-coil.
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hipodérmicos y viscerales, inferida a partir de la estructura en mamíferos, y con una
disposición muy similar. En condiciones básales de calcio la región codificada por el
exón 6 de la Tpnl coopera con la Tropomiosina inhibiendo la actividad de la
actomiosina ATPasa, bloqueando el sitio de interacción actina-miosina. Esta inhibición
es retirada cuando la concentración de calcio aumenta. En este caso la TpnC (tipo I)
cambia su conformación al capturar el calcio e interacciona con el exón 6 (tipo a) de la
Tpnl, provocando un desplazamiento de la Tropomiosina con respecto al filamento de
actina y exponiendo el sitio de interacción actina-miosina. La integridad del complejo
está permanentemente estabilizada por la interacción de las regiones carboxilo
terminales de la Tpnl y de la TpnT (codificadas en los exones 10 y 10B
respectivamente), y también por la interacción entre una región constitutiva de la Tpnl
(exones 4-5) y el dominio globular carboxilo terminal de la TpnC. La TpnT está
interaccionando con la Tropomiosina utilizando principalmente su región central, pero
tanto la cola de poliglutámicos (exón 11) como la región amino terminal (codificada por
los exones alternativos 3,4 y 5, y también rica en ácidos glutámicos) pueden estabilizar
esta interacción. Se ha descrito que la TpnT es capaz de unir calcio en Drosophila
(Domingo y otros, 1998), por lo que pensamos que estas regiones acidas podrían estar
implicadas en el proceso y contribuir a los cambios conformacionales que promueven la
activación de la contracción muscular.
En la parte inferior de la figura 32 se muestra un modelo similar para los
componentes del filamento fino en los músculos asincrónicos del vuelo. Como se ha
descrito en esta memoria este tipo muscular posee isoformas muy específicas que deben
estar implicadas en la diferente funcionalidad de estos músculos. En este modelo la
TpnT y la Tpnl utilizan los exones 10A y 9 respectivamente para mantener sus
interacciones permanentes. La Tpnl utiliza el exón 6 (tipo b) para interaccionar con la
TpnC o con las actinas (dependiendo de los niveles de calcio), en ambos casos
utilizando las isoformas de tipo Illb. En este tipo muscular la Troponina T carece de la
región amino terminal rica en ácidos glutámicos (exones 3 a 5), pero a cambio la Tpnl y
la Tm poseen isoformas con prolongaciones ricas en prolinas y alaninas. En nuestro
modelo proponemos que estos dos componentes podrían interaccionar formando una
estructura coiled-coil, que podría incluso conectar el filamento fino con alguna proteína
del filamento grueso. Este puente podría estar implicado en el fenómeno de "activación
por estiramiento", actuando como un resorte molecular que promoviera mayores
eventos contráctiles que impulsos nerviosos llegan al músculo.
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Músculos Indirectos de vuelo
Músculos hipodérmicos
y viscerales
Figura 32. Modelo para las interacciones en el complejo Troponina de los músculos de Drosophila.
En la parte superior vemos el modelo para los músculos indirectos de vuelo y en la parte inferior para los
músculos hipodérmicos y viscerales, tanto en estado activo (alta concentración de calcio) como inactivo.
Se representa cada protelna con un color diferencial (rojo TpnC, azul Tpnl, verde TpnT, naranja Tro y
blanco Actina) y con los dominios implicados en las interacciones resaltados con cajas. Cuando los
dominios que interaccionan están codificados por un exón alternativo aparece indicado. Interacciones
directas o estabilizantes entre los dominios están indicadas con lineas de puntos. Como se describe en el
texto, las diferencias más importantes son el tipo de isoformas expresadas (tipo III o I para la TpnC y
Actina, exones 6b o 6a para la Tpnl, y los exones mutuamente excluyentes de la región Ct de TpnT y
Tpnl) y las prolongaciones de la Tpnl y la TmH en los IFMs, que pueden interaccionar formando una
estructura coiled-coil, incluso interaccionando con una tercera proteína del filamento grueso y
estableciendo así un puente flexible entre filamentos que promueva la contracción asincrónica.
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En el caso de los músculos del salto (TDT) tenemos que proponer un modelo
intermedio. Aunque las extensiones de la Tpnl y la TmH no están presentes en este tipo
muscular, sí que se pueden localizar en él isoformas de TpnC tipo III (Illa) y exones 6b
de la Tpnl. Ambos exones mutuamente excluyentes 9 y 10 de la Tpnl y 10A y 10B de la
TpnT, se expresan en este músculo, si bien parece que las isoformas de IFMs lo hacen
con un nivel muy bajo de expresión. Una posible explicación para esta dualidad en el
tipo de isoformas expresadas en los TDTs puede residir en que, a pesar de que este
músculo tiene un mecanismo de contracción convencional, su contracción es necesaria
cuando Drosophila necesita "'despegar", por lo que deben activarse a la vez que los
músculos del vuelo.
Aunque la mayoría de los exones alternativos de las Troponinas en Drosophila
están conservados en otros insectos, el puente molecular propuesto en el modelo no
puede ser similar en otras especies. Mientras que en Drosophila se han localizado dos
exones alternativos que producen la prolongación de la TmH (exones 15 y 16 del gen
Tml), en Anopheles sólo se ha podido localizar uno de estos exones (Mateos y otros,
Enviado). El exón 3 de la Troponina I sólo aparece en las Drosophilidae, no habiendo
sido localizado en Anopheles, a pesar de ser un díptero. Desgraciadamente no
disponemos de la secuencia de este exón en Apis mellifera, dado que el programa de
secuenciación de esta especie aún no ha concluido, pero existen informaciones
sugiriendo que en el caso de Lelhocerus indicus, un hemíptero, la prolongación
detectada en la Tm de Drosophila realmente está asociada al gen Tpnl (Qiu y otros,
2003), como ya se ha descrito para otros géneros de insectos (Peckham y otros, 1992).
Una vez más parece ponerse de manifiesto que dentro de cada género de insectos la
adquisición de los mecanismos que controlan la contracción asincrónica de los IFMs se
ha producido de forma independiente (Pringle, 1981, Dudley, 2000, Josephson,
Malamud y Stokes, 2000), utilizando el mismo tipo de módulos moleculares pero
aplicándolos sobre diferentes miembros del filamento fino. La situación expuesta para
los genes Troponina C y los exones 6 de los genes Troponina I también corrobora la alta
plasticidad de los componentes del filamento tino, evolucionando a partir de precursores
diferentes para obtener un repertorio final de genes y exones, que por convergencia
alcanzan funciones similares. Un estudio similar con los genes Actina podría corroborar
los fenómenos evolutivos comentados en esta memoria.
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Perspectivas: Conservación de las regiones promotoras de la transcripción
Durante una investigación, cada nuevo resultado que se obtiene ayuda a
clarificar las ideas que se tenían previamente sobre el objeto de estudio de la misma,
pero a la vez sugiere nuevas preguntas que deben ser respondidas. A la vista de la
interacción de todos estos elementos del filamento fino y de la coexpresión que deben
sufrir para aparecer correctamente expresados en los distintos tipos musculares, debe
existir un mecanismo que controle la regulación de la expresión de todos estos genes
simultáneamente. La regulación de la expresión de los genes TpnT y Tpnl ha sido
exhaustivamente estudiada y comparada recientemente (Marín, Rodríguez y Ferrús, En
prensa, Mas, García-Zaragoza y Cervera, En prensa), por lo que un estudio similar
debería realizarse con los genes Troponina C.
El primer paso en este camino es la comparación de las secuencias promotoras y
de los intrones 1 (cuando tienen un tamaño suficiente para poder contener secuencias
reguladoras) en los genes TpnC de los insectos estudiados. La conservación de
secuencias en estas regiones no codificantes pueden implicar su importancia en el
control de la regulación de la transcripción de estos genes. Hemos obtenido las 2,5
kilobases anteriores al inicio de la transcripción de los genes la, Ib y II en D.
pseudoobscura y los hemos comparado con las regiones correspondientes en D.
melanogasler (figura 33A). Los genes de tipo III poseen intrones 1 de gran tamaño,
pero estas secuencias todavía no están disponibles para D. pseudoobscura (disponemos
de 2 kb del ¡ntron 1 para el gen Illb y sólo 500 bp para el gen Illa) por lo que esas
comparaciones no se han podido realizar.
Este análisis preliminar indica que en los genes estudiados se encuentran zonas
conservadas en los promotores agrupadas en pequeños dominios. Es interesante que el
gen Ib, con un patrón de expresión más restringido a la musculatura larvaria de
Drosophila posee tres regiones conservadas extendidas a lo largo de las primeras 2,2 Kb
del promotor, mientras que el gen la, con un patrón de expresión más general, sólo
cuenta con una pequeña región conservada en las primeras 400 bp del promotor.
También hemos intentado localizar secuencias conocidas como sitios de unión para
factores de transcripción musculares ya detectados en la regulación de la TpnT y la Tpnl
(figura 33B), y aunque hemos localizado algunos posibles sitios de unión para MEF-2 y
factores bHLH, no podemos comparar estos resultados preliminares con los trabajos
funcionales realizados con la TpnT y la Tpnl (Marín, Rodríguez y Ferrús, En prensa,
Mas, García-Zaragoza y Cervera, En prensa).
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FIGURA 33. Elementos conservados en las regiones reguladoras de la transcripción de los genes
TpnC. A) Matrices de identidad entre las secuencias reguladoras de D. melanogasler y D. pseudoobscura
para los genes TpnC de tipo I y II. Se destacan en la Tila inferior las tres zonas conservadas localizadas en
el promotor del gen DmTpnCIb. B) Mapa de los promotores de los genes TpnC con las regiones
conservadas entre las dos especies de Drosophila y algunos elementos candidatos a regular la
transcripción indicados en él. Es interesante que en la región intrónica del gen Illa aparece un dominio
duplicado que contiene un elemento CF2 y una caja E a una distancia conservada.
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Sin embargo estos primeros análisis podrían ser útiles para el diseño
experimental de las construcciones necesarias para el estudio de la regulación de la
transcripción de estos genes. Por ejemplo, en el caso del gen DmTpnCIb, seria
aconsejable diseñar varias construcciones distintas que cubrieran los tres dominios
conservados que se muestran en la figura 33.
Perspectivas: Análisis a nivel proteico del complejo Troponina
El estudio presentado en esta memoria se centra básicamente en el estudio de los
genes del complejo Troponina, pero muchas cuestiones deberían ser analizadas a nivel
proteico. Algunos experimentos que podrían realizarse, a parte de la identificación
inequívoca de las diferentes isoformas de Troponina I y Troponina C por electroforesis
bidimensional, serían experimentos de inmunoprecipitación para detectar qué elementos
están realmente interaccionando entre sí en el complejo Troponina. Estos resultados
podrían confirmar las teorías que hemos propuesto en los modelos funcionales.
El primer paso para realizar estos experimentos es la disponibilidad de
anticuerpos capaces de reconocer estas proteínas. Para la Tropomiosina disponemos en
el laboratorio de dos anticuerpos monoclonales que reconocen diferenctalmente todas
las tropomiosinas o sólo la prolongación carboxilo terminal de la TmH. Su mutua
interacción en el filamento fino ya ha sido estudiada y descrita en la memoria de tesis
del Dr. Jesús Mateos, e incluso ha sido reexaminada para su publicación (Mateos y
otros, Enviado). Anticuerpos policlonales generados en nuestro laboratorio son capaces
de reconocer la TpnT y la TpnC, pero no disponíamos de grandes cantidades de
anticuerpo que reconocieran la Tpnl (algunas alícuotas del mismo fueron
proporcionadas por el Dr. Alberto Ferrús). Esto provocó que intentáramos generar un
anticuerpo policlonal específico para la Tpnl en nuestro laboratorio.
Para ello realizamos una serie de construcciones a partir del transcrito de menor
tamaño de la Tpnl (no contiene ningún exón alternativo, por lo que debería ser capaz de
reconocer todas las isoformas con una afinidad similar) de Drosophila, insertadas en
fase con una proteína de fusión (proteína de unión a maltosa, MBP). Se inoculó un
conejo con la proteína de fusión durante 7 semanas y tras comprobar cada semana que
el suero del conejo era capaz de reconocer la proteína de fusión cada vez con mayor
afinidad, se extrajo y purificó el suero.
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En la figura 34A se puede observar un Western blot en el que el anticuerpo
generado permite reconocer tres bandas en un extracto proteico de Drosophilidae,
ajustándose a los pesos moleculares esperados para los productos de los transcritos
localizados en Drosophila. Aunque no aparece reflejado en la figura, este anticuerpo
también es capaz de reconocer la Tpnl del cangrejo de rio, proteína con alta similitud a
la Tpnl de Drosophila y que se utilizó junto con la proteína recombinante para testar la
actividad del anticuerpo durante las semanas de la inmunización.
En contraste, cuando hemos intentado localizar las isoformas de Tpnl en geles
bidimensionales no hemos conseguido ningún resultado. Una posible explicación puede
estar basada en la alta alcalinidad de la Troponina I, con puntos isoeléctricos teóricos de
entorno a 10 (figura 34B), muy próximos al límite de deteción del sistema de anfolitos
inmovilizados utilizado para estos experimentos (pH de 3 a 10 o de 6 a 11).
También hemos ensayado este anticuerpo por ¡nmunocitoquímica en embriones.
Comparando el resultado con un anticuerpo contra la TpnT que reconoce muy
eficientemente el sistema muscular del embrión puede parecer que el aticuerpo contra la
Tpnl está funcionando deficitariamente. Sin embargo este anticuerpo es capaz de
detectar, aunque muy débilmente, las fibras musculares del sistema muscular
embrionario de Drosophila (figura 34C). Una vez resueltos estos problemas técnicos
deberíamos tener a nuestra disposición un repertorio de anticuerpos que nos capacitarían
para abordar los experimentos que corroborarían las informaciones de nuestros modelos
funcionales.
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FIGURA 34. Actividad del anticuerpo policlonal anti-Tpnl generado en el laboratorio. A) Detección
por Western-Blot de los tres grupos de transcritos predichos a partir de la información de cDNA. La
banda inferior es la única que se detecta en larvas, siendo las otras dos bandas específicas de adulto (están
traducidas a partir de transcritos con el exón 3 y/o el exón 9). B) Apariencia teórica de las isoformas de
Tpnl en una electroforesis bidimensional (separación horizontal por punto isoeléctrico y vertical por peso
molecular). El punto negro indica una separación óptima, y el gris una más realista. No hemos conseguido
detectar ningún punto en geles bidimensionales con este anticuerpo. C) Inmunotinción del sistema
muscular de Drosophila con anticuerpos contra las Troponinas. Aunque la señal detectada con el
anticuerpo contra la TpnT es mucho más intensa, el anticuerpo anti-Tpnl es capaz de detectar las fibras
musculares hipodérmicas del embrión de Drosophila.
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CONCLUSIONES
En esta memoria hemos suministrado todos los datos que nos han permitido resolver
las cuestiones propuestas en los objetivos de esta tesis. Las conclusiones que hemos
obtenido son las siguientes:
1* El número de genes que integran el complemento génico de la TpnC en D.
melanogaster es de cinco, y se expresan diferencialmente dependiendo del tipo
molecular al que pertenecen, siendo los genes de tipo I mayoritariamenté
expresados en músculos larvarios e hipodérmicos y los de tipo III específicos de
adulto.
2" El análisis de las secuencias primarias, las manos EF y la posición relativa de los
intrones en varias especies de insectos ha corroborado la clasificación de los
genes TpnC en tres grupos.
3* Estos mismos análisis han demostrado que los genes TpnC en dípteros e
himenópteros se han diversificado de manera independiente, aunque han
alcanzado un repertorio final de isoformas muy similares.
4* Hemos identificado nuevos exones alternativos para los genes TpnT y Tpnl,
diferencialmente expresados en los músculos indirectos de vuelo de Drosophila
melanogaster.
5* El análisis de las secuencias variables de estos genes en varias especies de
insectos ha revelado una posible coevolución de los componentes del complejo
Troponina.
6a Predicciones de la estructura de las troponinas, asociadas a los datos de
coexpresión y coevolución de isoformas, nos han permitido proponer un modelo
funcional del Complejo Troponina en Drosophila muy similar al de mamíferos.
7* El modelo propuesto para los músculos asincrónicos indirectos de vuelo integra
todas las isoformas expresadas en estos músculos, aportando una base molecular
que puede estar implicada en el fenómeno de activación por estiramiento.
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ANEXO. La Línea de Investigación "Microgravedad" y Publicaciones.
Esta memoria de tesis ha sido escrita con un formato monotemático para poder
tratar en profundidad la linea de investigación "Troponinas" en la que he estado
trabajando de una manera continua desde mi incorporación al laboratorio del Dr. Marco.
Sin embargo, me parece importante dedicar unas páginas a comentar de manera breve
mi contribución a los experimentos de respuesta a microgravedad de Drosophila dentro
del marco de la beca FPI "Hacia el establecimiento de una colonia permanente de
Drosophila en la Estación Espacial Internacional (ISS)" en los que he participado
dependiendo de la disponibilidad o no de vuelos espaciales y que, por un lado me ha
financiado estos años y por otro me ha aportado experiencia adicional y publicaciones.
Desarrollo de técnicas de fijación para la preservación de muestras en la ISS
Los dos mayores obstáculos para la investigación en la ISS es la automatización
y la accesibilidad a las muestras. Los tripulantes de la estación no pueden dedicar
mucho tiempo a los experimentos (actualmente, y tras el accidente del "Columbia" se
mantienen una tripulación mínima de astronautas (máximo de tres) dado que solo existe
una nave Soyuz de salvamento anclada en la ISS), por lo que en nuestro laboratorio se
ha puesto a punto una unidad de cultivo automatizada de Drosophila que permite
mantener una población permanente de pequeños insectos con el único requerimiento de
reemplazar el tambor que proporciona la comida una vez cada dos semanas (Herranz y
otros, 2002). El problema de la accesibilidad a las muestras radica en la limitación de
los vuelos que traerán las muestras de regreso a la tierra para su análisis. Estos vuelos
ocurrirán con una frecuencia mínima de 3 meses, por lo que hay que preservar las
muestras en la estación espacial durante este tiempo con los mínimos requerimientos de
energía, participación de la tripulación en los experimentos y evitando sustancias
peligrosas como el formaldehído.
El Dr. David Husson durante su estancia en el laboratorio del Dr. Marco (2000-
2001) puso a punto un protocolo de fijación de embriones de Drosophila libre de
aldehidos. Se basa en la permeabilización del embrión con isopropanol y hexano y
posterior prefijación con Neofix© (basado en alcoholes, ver figura Al). Este protocolo
es fácilmente adaptable a las condiciones de microgravedad y sólo requiere 30 minutos.
Las muestras pueden ser conservadas en este punto a 4°C durante meses y fijadas
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definitivamente siguiendo el protocolo de Steponkus-Cadwell (Lynch y otros, 1989)
cuando regresen de la ISS.
Mi contribución a este proyecto fue el testado tanto de dos anticuerpos
monoclonales (ELAV y anti-Tm, detectan el sistema nervioso y el muscular) como de
uno policlonal (anti-TpnT) en experimentos de inmunocitoquímica con muestras fijadas
con los dos métodos propuestos y conservadas a 4°C o a temperatura ambiente. Los
resultados se presentan en la figura Al. El nuevo método de fijación no es tan bueno
como el clásico (basado en formaldehído), pero nos permite recuperar la señal de los
anticuerpos incluso 16 semanas después de la prefijación con Neofix©. La conservación
a 4"C es un requerimiento importante, pues conservado a temperatura ambiente sólo se
recupera una débil señal en el 10% de los embriones (no mostrado).
La conservación de adultos y embriones para obtención de datos moleculares
(ácidos nucleicos, proteínas) puede ser realizada por desecación con acetona. Las
muestras se pueden conservar incluso siete meses a -20°C, con una pérdida en la
eficiencia de la extracción del 50% si se conserva a 4°C (aunque sigue manteniendo una
buena calidad, dado que se pueden detectar las isoformas de TpnC mayoritarias en cada
tejido muscular (Herranz y otros, 2002)). A nivel ultraestructural, y en colaboración con
el Dr. Medina (CIB-CS1C, Madrid), determinamos que aunque los cortes semifinos de 2
mieras sugieren una buena conservación de las muestras (figura Al), los experimentos
de microscopía electrónica revelaron una mala conservación ultraestructural en las
muestras fijadas con Neofix©.
Una versión breve de estos resultados ha sido publicada en el artículo que
adjunto, "Towards the establishment of a permanent colony of Drosophila in the
International Space Station: Hardware and adaptation of techniques", firmado por
Herranz, R., D. Husson, M. Pastor, C. Diaz, J. Mateos, A. Villa, F. J. Medina y R.
Marco publicado en el Journal of Gravitational Physiology 9(1) durante el año 2002.
Esta es una publicación derivada de mi participación en el 8"1 European Symposium on
Life Sciences Research in Space: "Life in Space for Life on Earth" (Karolinska
Institutet, Stockholm (Sweden), 2 / 7 Junio 2002 ). Estos resultados también se han
incluido en el capítulo "Drosophila melanogaster and the Future of "Evo-Devo"
Biology in Space. Challenges and Problems in the path of an eventual colonization
project outside the Earth" firmado por Marco, R., D. Husson, R. Herranz, J. Mateos y
F. J. Medina publicado en el libro Advances in Space Biology and Medicine (2003).
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FIGURA Al. Fijación de embriones de Drosophila en ia ISS (microgravedad). A) Protocolo para la
fijación de embriones en ausencia de gravedad y sin fijadores de lipo aldehido. Este protocolo sólo
requiere media hora para completar la fase que se realiza en microgravedad (hasta el At), pero requiere de
una post-fijación definitiva en tierra para que se puedan obtener detecciones inmunocitoquímicas. B)
Detección inmunocitoquímica del sistema nervioso y el sistema muscular del embrión de Drosophila
fijados con paraformaldehido o con Neofix. La fila inferior muestra un detalle de la detección por ELAV
y ct-TpnT utilizando el método de Neofix tras 4 meses a 4°C. Aunque los resultados no son óptimos es
posible rescatar la expresión en embriones fijados con Neofix. C) Microscopía en contraste de fase de
cortes semifinos de Drosophila fijados con los dos métodos. Aunque inicialmenle parece que ambos
métodos son similares, los resultados de microscopía electrónica han revelado que el método basado en
Neofix no es adecuado para estudios uitraestructurales.
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Vuelo "TAXI" Misión Cervantes. Experimento AGE.
Durante el año 2003 nuestro laboratorio tuvo la oportunidad de participar en un
vuelo "Taxi" (en una nave Soyuz con el objetivo de renovar la nave de emergencia y la
tripulación de la ISS) con la participación del astronauta español Pedro Duque, y con
una duración de 10 días (18 a 28 de Octubre). Debido en parte al accidente del
transbordador Columbia a principios de este año, la Estación Espacial aún no está
preparada para recibir experimentos complejos, por lo que nuestros experimentos
debían ser autónomos.
El objetivo del experimento AGE es evaluar que efectos tiene la microgravedad
en la longevidad de Drosophila. Anteriores experimentos de nuestro laboratorio
(Benguria y otros, 1996, Marco y otros, 1996) detectaron un descenso en la longevidad
de Drosophila en microgravedad acoplado a un aumento en la motilidad de las moscas.
Drosophila melanogaster tiene un comportamiento geotactico negativo (tiende a
escapar del vector gravitatorio) y fototáctico positivo (busca la luz). Considerando que
el aumento de la motilidad en microgravedad podría estar debido a la búsqueda del
vector gravitatorio decidimos seleccionar tres cepas de Drosophila con diferente
respuesta geotáctica. Además disponíamos en el laboratorio de unas cepas seleccionadas
para que tengan una longevidad larga (LL de long life) o una baja longevidad (SL de
short life).
La selección geotáctica se realizó en un laberinto de selección con 10 salidas
colocado en posición vertical y en oscuridad (para evitar interferencias por la respuesta
fototáctica, ver figura A2) siguiendo los trabajos clásicos de Dobzhansky (Dobzhansky,
Spassky y Sved, 1966, 1969, Dobzhansky, Levene y Spassky, 1972). A partir de 250
machos se comenzaron a seleccionar los individuos "Altos" (Tubo 10, máximo desnivel
positivo), "Medios" (Tubos 5+6, sin desnivel) y "Bajos" (Tubo 1, máximo desnivel
negativo). Los individuos seleccionados se cruzaban con hembras vírgenes y con su
progenie se repetía el experimento independientemente durante 20 generaciones. Los
resultados expresados como media ponderada del número de machos recogidos en cada
tubo multiplicados por el número del tubo (del 1 al 10, índice de Selección Gravitáctica)
muestran como se ha ido produciendo la selección en cada cepa seleccionada (valores
altos indican geotáxis negativa (escape gravitatorio) y valores bajos geotáxis positiva,
ver Figura A2). Aunque hemos observado una variabilidad muy alta entre cada
generación, se observa una selección geotáctica en nuestras líneas si atendemos al
porcentaje de machos que aparecen en los tubos esperados.
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FIGURA A2. Selección de cepas de Drosophila con respuesta gravitáctica alterada. Arriba se
muestra un esquema del laberinto de selección utilizado para seleccionar a Drosophila por su respuesta
gravitáctica. En las gráficas se muestra la evolución del índice de Selección Geotáctica (ver fórmula)
durante 20 generaciones de selección. Aunque hay una gran variación entre generaciones (quizás debido a
las condiciones no controladas del laberinto), en la segunda gráfica se muestra la distribución de las
moscas introducidas en la generación F20, observándose como la mayoría de las moscas están
respondiendo a la selección.
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También disponíamos de una línea previamente seleccionada por Hirsch, con
respuesta geotáctica positiva, HG "Hyper response to Gravity", (Stoltenberg, Hirsch y
Berlocher, 1995). Esta respuesta fue corroborada durante tres generaciones en el
laberinto de selección, y aunque ofrece unos valores de ISG mejores que la línea
"Bajos" seleccionada por nosotros, su perfil de distribución es bastante similar en la
generación F20 (Figura A2).
El experimento se realizó con unos miniaquarios cedidos por el Prof. Hora
(Univ. de Ulm, Alemania, figura A3) con 50 machos en cada uno y una cantidad de
alimento suficiente para que los machos se mantuvieran durante 15 días (puesta en
marcha y diez días en microgravedad). Se utilizaron las linas LL, SL (jóvenes), SL
(maduras, con 15 días) y las líneas de respuesta a la gravedad alterada HG y "Bajas".
Los resultados están pendientes de ser analizados en este momento, y se va a estudiar el
comportamiento de las moscas (grabación con cámara de vídeo), su respuesta
gravitáctica y de envejecimiento (medida por el número de moscas capazes de subir 25
cm en una probeta en 30" y por su capacidad de apareamiento). A nivel molecular se
están conservado las muestras en acetona para detectar los efectos del envejecimiento en
los RNA ribosómicos. Este experimento nos ha permitido establecer una colaboración
con el Dr. Horn, por lo que esperamos obtener información adicional sobre el
comportamiento de las moscas y el estado de su sistema nervioso.
Vuelo "TAXI" Misión Cervantes. Experimento GENE.
Dentro de la misión Cervantes nuestro laboratorio ha incluido otro experimento.
El experimento GENE pretende analizar los posibles cambios en la expresión génica de
Drosophila cuando su metamorfosis se realiza en microgravedad. Para ello se utilizó el
montaje ilustrado en la figura A3. Larvas que están en el proceso de pupación son
recogidas y posicionadas en papel 1MM (20 pupas por papel). Tras unos minutos la
mucosa del pupario adhiere las pupas al papel y este puede ser introducido dentro dos
barreras de contención de plástico con unas ampollas que contienen acetona selladas
bajo presión (para facilitar la expulsión de la acetona cuando se rompan en
microgravedad). Este montaje se denomina "berlingot" y fue desarrollado por el Dr.
Gilbert Gasset (Univ. de Toulousse, Francia). Estos berlingots se introducen en un
dispositivo automático con un pequeño motor que acciona unas levas que rompen las
ampollas cuando se desee (denominado "mamba" (Dutch Space)).
Tesis Doctoral. Raúl Herranz Barranco Página 92
Evolución Génica del Complejo Troponina en Insectos ANEXO. Publicaciones
A)
Preparación GENE y AGE Entrega a 19°C
(Toulousse) / ^ Lanzamiento
/ Transporte a 14°C Incubador a 22' (









FIGURA A3. Montajes de los experimentos AGE y GENE. A) Calendario de los experimentos Gene y
Age en la misión Cervantes. Se muestra en verde el tiempo de permanencia en microgravedad. B)
Preparación del experimento GENE. Se muestran los elementos necesarios para este experimento. C)
Detalle del mecanismo de ampollas utilizado en los berlingots. D) Miniacuano cedido por E. Hom para el
experimento AGE. Se muestran algunas moscas en su interior y se aprecia el alimento en los extremos.
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Las pupas se mantuvieron cuatro días a 13°C para detener su desarrollo hasta el
lanzamiento. Después se desarrollaron a RT durante 3 días en microgravedad y entonces
se activó la rotura de las ampollas (por parte de Pedro Duque) y se conservaron las
pupas desarrolladas a -20°C en acetona hasta que se recuperó el experimento en tierra.
Una vez recuperado se extrajeron los RNAs y se conservaron en etanol. Pretendemos
utilizar estos RNAs para detectar cambios en la expresión génica de Drosophila,
debidos a la falta de gravedad, utilizando chips de ADN.
Publicaciones Línea de Investigación "Troponioas"
Axeno a esta memoria también se ha incluido el artículo "Expression pattem
characterization of the whole Troponin C gene repertoire during Drosophila
development", firmado por Herranz, R., C. Díaz-Castillo, T. G. Nguyen, T. L. Lovato,
R. M. Cripps y R. Marco que será publicado en Diciembre de 2003 en Gene Expression
Pafterns (Nueva sección de Mechanism of Development). Mis contribuciones ha este
trabajo han sido explícitamente comentadas en las secciones Resultados y Discusión.
Dos artículos más, relacionados con el contenido de esta memoria, están
pendientes de publicación, el primero titulado "Evolutionary characterization of
Troponin C genes in insects" firmado por Herranz, R., J. Mateos y R. Marco, enviado a
Molecular Biology and Evolution, contiene la información evolutiva incluida en esta
memoria relativa a los genes de la Troponina C. El segundo artículo titulado "Concerted
Evolution of tissue-specific Troponin isoforms in insects" firmado por Herranz, R., J. A.
Mas, E. Garcia-Zaragoza, J. Mateos, M. Cervera y R. Marco está actualmente en
preparación, y contendrá los análisis correspondientes a los genes Troponina T y
Troponina I que se han presentado en esta memoria, más la información que se pueda
generar cuando estén disponibles las secuencias genómicas completas de la TpnT y la
Tpnl para Apis mellifera, tanto a nivel de comparación de secuencias como de estudios
de expresión génica. Los estudios de expresión de los exones variables en las regiones
carboxilo terminal de ambas Troponinas ya se han iniciado.
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THE INTERNATIONAL SPACE STATION: Hardware Tests and Adaptation of Tech ñiques
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ABSTRACT
Our group has the long-term goal of establishing
a permanenl colony of DrosophUa metanogaster in the
International Space Station (ISS) to study ¡ts long-term
adaptation to this unusual environment. We are currently
building an enhanced versión of an automatic cultivalion
unit (ESEl) in which we can grow flies with minimal
crew involvement. We are working on a fixation unit as
well. We are also adapting current protocols to maintain
fixed animáis during at least three monihs, the minimal
refiirbishment shuttle flight time, with minimal handling
and maximal automatization. that can be used for ¡nmuno-
cytochemistry, ultrastructure or molecular experiments.
1. INTRODUCTION
ln previous work, we have identified a behavior-
al response experienced by the flies exposed to Micro-
gravity, namely, an increase in motility that may be
related to the negative geotactic escape response of
DrosophUa [3]. ln young males it has the consequence of
accelerating the aging response [1], and we intend now to
study this phenomenon in long-term exposures to micro-
gravity. One of the problems in the utilization of the ISS,
especially ín the present versión, ís the limitation in many
scientific requirements, among them, energy, room and
crew-time availability. Thus, we have been developing
automatic instrumentation to carry out meaningful biol-
ógica! experiments in Space with smali Invertebrates. It
has to be pointed out that sample exchange and equipment
reftirbishment wili take place every íhree months, when a
Shuttle Flight will be expected to visit the Space Station.
This is the time frame that we have to comply with. We
are adapting current protocols to maintain fixed flies and
embryos during at least three months.
2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Hardware design and test
F¡g.l shows the main components of the ESE-I
cultivation system. There are two chambers and a drum
with 6 food trays. Groups of flies, 50 per container (40
females and 10 males) can be handed-over in one of these
Units. The chambers are separated by doors from the food
trays. Each food tray can be positioned automatically in
front of a chamber and the doors can be opened on
command. Additionally. the actívity of the aduits ín the
chambers can be monitored by IR beams and video
recordings, Food trays can be subjected to a heat
treatmeni to kill embryos or larvae by keeping them 30
minutes at 50úC, or they can be transferred into specific
embryo units for observation or fixation. One of the trays
collections should be transferred into the second chamber
of the ESE I unit to allow for the development of a new
generation of flies, which will allow the initiation of a
new round of experiments. The drum is exchanged every
two weeks refiirbished with a set of fresh feeding trays,
allowing the unit to be ready for a new generation of flies.
Fig.l SchemeofESE-1 Unit
A new unit is been desígned to collect, observe
and fíx embryos grown to the expected developmental
stage, and soon will be in production phase. It is based on
a simple fluid injection method that allows to add or
remove different solutions. A current prototype allows the
removal of embryos from culture trays and transfer them
into another observation chamber which can be mounted
in the on-board phase-contrast and fluorescence micro-
scope (we plan to monitor embryos expressing GFP-
tagged components along all their development).
2.2 Permeabilisation/Fixation Protocols.
We have been developing a permeabilisation-
fixation protocol able to preserve embryos during at least
three months. Classic protocols based on formaldehide-
heptane, cannot be easily adapted to be used in micro-
gravity. and the Steponkus-Cadwell protocol [2] although
able to retum a good DAPI signa!, is less than óptima! for
i m munocytochemistry.
Our more succesful protocol uses a commercial
non-formaline fixative, NEOFIX©. just after two steps
with Isopropanol and Hexane (permeabilization reagent).
After this step the embryos can be stored in methanol at
4°C and after the sample recovery the procedure can be
successfuüy completed with a post fixation step with
Heptan/PBS and Heptan/Metano!. This protocol
combines the first part of the Steponkus-Cadwell protocol
and the last part of the Heptan classic protocol, but
without para-formaldehyde(PFA).
2.3 Inmunocytochemistry
We used three antibodies. ELAV. anti-
tropomyosin(a-Tm-144) and anti-troponinT(a-TnT
generated in our group), and a second peroxidase-coupled
antibody for immunodetection using DAB (diamino-
bencidine) and HjO;.
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ABSTRACT
Our group has the long-term goal of establishing
a permanent colony of DrosophUa melanogaster in the
International Space Station (ISS) to study its long-term
adaptation to this (inusual environment. We are currently
building an enhanced versión of an automatic cultivation
unit (ESE1) in which we can grow flies with minimal
crew involvement. We are working on a fixation unit as
well. We are also adapting current protocols to maintain
fixed animáis during at least three months. the minimal
refurbishment shuttle flight time, with minimal handling
and maximal automatization, that can be used for inmuno-
cytochemistry, ultrastructure or molecular experiments.
1. INTRODUCTION
In previous work. we have identified a behavior-
al response experienced by the flies exposed to Micro-
gravity, namely, an increase in motility that may be
related to the negative geotactic escape response of
DrosophUa [3]. In young males it has the consequence of
accelerating the aging response [ 1 ], and we intend now to
study this phenomenon in long-term exposures to micro-
gravity. One of the problems in the utilization of the ISS,
especially in the present versión, is the limitation in many
scientifíc requirements, among them, energy, room and
crew-time availability. Thus, we have been developing
automatic instrumentation to carry out meaningful biol-
ógica! experiments in Space with small Invertebrates. It
has to be pointed out that sample exchange and equipment
refurbishment will take place every three months, when a
Shuttle Flight will be expected to visit the Space Station.
This is the time frame that we have to comply with. We
are adapting current protocols to maintain fixed flies and
embryos during at least three months.
2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Hardware design and test
Fig.l shows the main components of the ESE-I
cultivation system. There are two chambers and a drum
with 6 food trays. Groups of flies, 50 per container (40
females and 10 mates) can be handed-over in one of these
Units. The chambers are separated by doors from the food
trays. Each food tray can be posítioned automatically in
front of a chamber and the doors can be opened on
command. Additionally, the activity of the adults in the
chambers can be monitored by IR beams and video
recordings. Food trays can be subjected to a heat
treatment to kill embryos or larvae by keepíng them 30
minutes at 50°C, or they can be transferred into specific
embryo units for observation or fixation. One of the trays
collections should be transferred into the second chamber
of the ESEI unit to allow for the development of a new
generation of flies, which will allow the initiation of a
new round of experiments. The drum is exchanged every
two weeks refurbished with a set of fresh feeding trays,
allowing the unit to be ready for a new generation of flies.
Fig.l SchemeofESE-1 Unit
A new unit is been designed to collect. observe
and fix embryos grown to the expected developmental
stage, and soon will be in production phase. It is based on
a simple fluid injeclion method that allows to add or
remove different Solutions. A curren! prototype allows the
removal of embryos frotn culture trays and transfer them
into another observation chamber which can be mounted
in the on-board phase-contrast and fluorescence micro-
scope (we plan to monitor embryos expressing GFP-
tagged components along all their development).
2.2 Permeabilisation/Fixation ProtocoU.
We have been developing a permeabilisation-
fixation protocol able to preserve embryos during at least
three months. Classic protocols based on formaldehide-
heptane, cannot be easily adapted to be used in micro-
gravity. and the Steponkus-Cadwell protocol [2] although
able to return a good DAP1 signal, is less than optimal for
immunocytochemistry.
Our more succesful protocol uses a commercial
non-formaline ñxative, NEOFIX©, just after two steps
with Isopropanol and Hexane (permeabilization reagent).
After this step the embryos can be stored in methanol at
4°C and after the sample recovery the procedure can be
successfully completed with a post fixation step with
Heptan/PBS and Heptan/Metanol. This protocol
combines the first part of the Steponkus-Cadwell protocol
and the last part of the Heptan classic protocol. but
without para-formaldehyde(PFA).
2.3 Inmunocytocheinistry
We used three antibodies, ELAV, anti-
tropomyosin(a-Tm-144) and anti-troponinT(a-TnT
generated in our group). and a second peroxidase-coupled
antibody for immunodetection using DAB (diamino-
bencidine) and H¡O,.
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2.4 Phasc-contrast microscopy
After post-flight ííxation embryos are
progressively rehydrated and treated with LR White
Resin[4]. Embryos are stored at -20°C and 2um sections
are obtained.
2.5 RNA cu radian and RT-PCRs
RNA was extracted from samples (conserved in
dehydrated acetone solution at difTerent temperaturas)
using a TRIZOL© commercial protocol and RT-PCRs
were performed with several muscular gene probes and
normalizcd RNA amount (2ug) with a 55°C hybndization
temperature in 35 PCR cycles.
3. RESULTS
In the current prototype of cultivador unit we
can successfully grow several generations of Drosophila,
bul several technical problems still remain to be solved in
an upgraded ESE-1 unit. We nave been testing a
Collecting Unit prototype with success and an upgraded
fixation unit will become available soon.
Using PFA as fixative the methanol conservation
of embryos can be extended more than 5 months without
much loss of details. NEOF1X© Protocol can be used in
the ISS, and the ELAV antibody can detect the Central
Nervous System at least after 16 weeks of conservation
methanol (see fig.2A), but at 4°C. Room Temperature
causes a significan! loss of signal. Just in the same way
we used anti-TM & anti-TnT antibodies for detection of
the Muscular system in Drosophila embryos conserved in
methanol for ten weeks at 4°C. In the case of TM the
inmunosignal is weak using either PFA or NEOFIX© in
ñxation. In the case of TnT antibody. the inmuno signal ís
more or less the same in the three experimental conditions
(data not shown). Thus, the success of long term-delayed
inmunocytochemistry is very much antibody dependent.
The NEOFIX© protocol used to retum us a
weaker and more difruse inmunosignal than PFA fixation.
These results suggested a less than óptima! level of
morphological preservation. We used the same embryo
fixation protocols followed by rehydration and LR White
Resin inclusión after 3,5 months in methanol. In fig.2B
we can see a NEOFIX© fixed embryo in phase-contrast
microscopy (2um section). The embryo morphology is
welt preserved no matter the protocol used.
Apart from cytological experiments we intend to
extend our srudies to Molecular Biology. in samples
stored at -20°C and 4°C conservation of rRNA is almost
perfect during at least one month (data not shown). In
fig.2C we show that rRNA is preserved after seven
months in acetone at 4°C or even at room temperature
(amount reduced 2 fold compared to control). In RT-PCR
experiments all expected bands appear revealmg the
isoforms pattem for the embryos and for adults.
4. DISCUSSION
Obviously more work has to be carried out before we
are prepared to start our project of maintaining a
permanent Drosophüa colony in the ISS. The Culture
Unit ESE-1 ís being upgraded. An embryo collecting and
observation Unit is in advanced design step. DinTerent
concepts are being suggested by the members of the ESA
Topical Team on Sample Fixation and Preservation for
the design of the Fixation and Permeabilization Unhs.
Immunocytochemical protocols nave being optimized
with difTerent monoclonal or polyclonal antibodies, and
now we are working mainly on Proteins and RNA
techniques. We intend also to extend this study to several
muscular genes involved in contraction regulation, like
the thin filament proteins Tropomyosin and Troponin
components (TnCT Tnl & TnT)f because our previously
publishcd data indícate differential muscular activity in
microgravity conditions. We are expecting electrón
microscopy results to confirm our ¡dea of the acceptab-
ility of the ultrastructural embryo preservation suggested
by our semi-thin slides in contrast-phase microscopy.
We expect that the establishrnent of a permanent
colony of Drosophila in ISS will return valuable
information on how an organism adapts its behaviour and
phenotypic properties, including its molecular and
cellular activities to long-term exposures to microgravity.
The partner company, NTE, is willing to provide support
to researchers interested in proposing experiments in the
ISS that may find attractive the possibility of
using/adapting to their research objectives the developed
equipment and/or know-how.
ACKNOWLEDGMENTS-Wt thank to ESA & UAM for
support of this presentation and to J.A. Más & E. García-
Zaragoza for their collaboration in TnT-related
experiments.
Fig.2. DifTerent NEOFIX fixation results.
A-Inmunocitochemistry with ELAV antibody
B- Phase-Contrast embryo microscopy
C-RNA extractions & RT-PCR for Troponin cDNAs
5. REFERENTES
I.Benguriaetal., J. Biotech.. 1996,47:191-201.
2. Lynch et al, Cryobiology, 1989, 26(5):445-52
3. Marco et al.. J. Biotech., 1996,47: 179-190.
4. Newman, G.R., Histochem. J.,1987 19:118.
ELSEVIER Mechanisms of DevekTpment xx (0000) xxx-x>
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The successof the genomie sequencing programs uJIows the díscovery ol'addtlional famity meinbersof genes encoding known funcüons.
This is the case of the Troponin C gene repertoire in Drosophila melanogaster. Wc nave found two new Troponin C genes. DmTpnC41F and
DraTpnC25D. increayngto five ihe total mimberof Troponin C genes identined in this species. The comparan ve characterization of the five
Troponin C genes in D. melanogaster demónstrate* considerable variation in gene sinicture and expression panera. Expression of onc gene,
DmTpnC41F, has more restricted tissue spedficity than the rest of (he TpnC gene>; and, with the chromosomically linked DmTpnC4IC. is
expressed specifically ni the adult thorax. The new gene. DmTpnC25D isexpressed duríng development more broadly than the rest. In edults,
it is highly expressed in the adult head. Finally. ihe other two genes, DmTpnC47D and DmTpnC73F. show a high embryonic/larval
expression and in adults are expressed aimosi exclusjvcly in the abdomens. The functional adaptive changes that may have cvolved duríng
the expansión of this gene famüy are briefly discussed in terms of the expression pattems. gene and proiein Mructures lcading to a stmpler,
more systematic nomenclaturc ol ihe gene family.
© 2003 Published by Elsevier Ireland Ltd.
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Troponin C (TpnC), one of the three troponin polypeptides in
the muse le thin filament. ¡s a key controlling elemenl of muscle
coniraction. Its catcium binding capability has been cstíihlished
and well studied in vertebrales (Filalov ct aL, 19W). In contrasl
much less Information is available conceming the function of
invertcbrale TpnCs. In Drosophila melanogaster, three genes
(DmTpnC41C. DmTpnC47D and DmTpnC73F) coding for
Abbreviaiions: Tpn. Troponin; Dm, Drotuphila melanogttsur. IFM.
indirect Rtght muscles; TDT. leigil deprcssor of the trochanter muscle;
PCR, pcljinerase chain reaction.
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Troponin C were identified {Fyrberg et al.. 1994). It was %
rcinarkablc that within the sinull I), melanogaster gcnoine. a 97
multigene family encodcdTpnC. since the majorit\- of the main 98
htructural muscle componen!* air encoded by single genes (for 99
a review. see Bemsk-in el al., I<J<)3). The idcnlification of a 100
family of TpnC genes raisctl the possibility that each isoform 101
coutd play a distinct m!e in muscle development and function. 102
The observat ion that one of the three T p n C genes 103
(DmTpnC41C) is specifically expressed at the adult stage 104
supportcd this argumenl (Fyrberg el al.. 1994). Doubts 105
remained about whether the whole repertoire of TpnC genes 106
in D. melanogasler had becn identified. The setjuence datábase 107
entry (AF047329) for a TpnC gene in D. silvestris (Davis et al., 108
1998) suggested that additional TpnC genes might reside in the 109
D. melanogaster genome. This tumed out to be accurale. In l io
this arúcle wc identify and characterízc two new TpnC 111
genes DmTpnC25D and DmTpnC41F. Ihe lattór. recemly M :

























































¡ndepcndcnUy ¡dcnnfied (Qiu el al.. 2003. AJ512938). Il is then
clearty necessary to sludy the expresión and additíonal
properties of the TpnC genes in more detail to undersland the
functions of individual isoforms, bringing them in line with the
exÍMing knowledgc in the other (wo Troponin complex partner
gencs(TpnT,Bendsielal.. 1998 andTpnl, Barbase! al.. BS8X
To identify the D. melanogasterlpnC gene homologue of
the gene found in D. silvestris, BLAST analyses werc
performed using it as query on the BDGP server. The resulls
showed a novel TpnC gene with a higher similarity to the
D. silvestris one than the three previously identitied TpnCs
(Fyrberg et al.. 1994). At Ihat time the corresponding open
reading frame. CG12408 had not yet been annotated in
the Drosophila datábase. The gene shares enough features
within its structure with the other three TpnC genes to consider
it as a member of TpnC gene family of D. melanogaster, so
CG12408 has been renamed DmTpnC4IF (AY283602) in
accordance with the previous nomenclature of the TpnC genes
according to chromosomal localization. Interestingly, the two
adult genes, DmTpnC41C and the new DmTpnC41 Fmap near
the centromere of chromosome 2. The complete cDNA
sequence was derived from RT-PCR and RACE analyses.
Comparing this sequence to the fly genomic sequence (BDGP
databases, Adams el a!.. 2000) the exon-intron structurc of
DmTpnC41F was established. ll differs from the previously
known Drosophila TpnC genes in that the first shon exon and
most of the second exons are untranslated. except for the i ni li ai
methionine codon.
In scarching for the complete TpnC complement in the ,69
Drosophila genome, an additional fly gene. CG6514, was 170
idennlied. The corresponding open reading trame has not yet 171
been identified as a TpnC homologue in the most recent 172
annotations of the Drosophila genome datábase (Cclniker 173
et al.. 2002; Misra et al.. 2002). In accordance with the 174
previous nomenclature. CG65I4 ¡s renamed DmTpnC25D '75
(AY283601). Fig. 1 shows its structure based upon '76
comparísons of our cDNA sequences with the Drosophila '77
genome sequence. DmTpnC25D is more compact than the 178
other DmTpnCs. but shares the common TpnC sequence 179
features including the prcsence of four EF-hands in one exon.
(he second one. which is separated by smalt introns from the
mosily untranslated first and third exons. In the 5'
untranslated sequence, the región corresponding to the
minimal promoter in base of the high sequence conservation
between D. melanogaster and D. pseudoobscura appcars
underlined. It extends tu around 60 base pairs including some
motifs potentially involved in transcription initiation that
appear in boxes. A similar high degree of sequence
conservation appears in the 3' untranslated región where
some of the transcription terminalion motifs are also
markcd(Fig. I).
To confirm ihat the new genes encodc TpnC isoforms, we
compared the coding sequences of all five genes, including
the distribution of the different types of variation detected.
The aügned sequences (Fig, 2} show a high level of
conservation in termsof the number and chemical properties
-100 I I
-10
L K i A
Fig. I. Gtftvtmic smicture oí Ihe gene DiDTpnC25D. In hold, Ihc coding regían; in regular characlers. the iran^nhed non-trajislated región; in grey íulics.
introns and 5' and .V non-lranstnhed Nequcnccs The finir EF-hand cores, dcfincx] ptiulive promoter (TATA box and initiation coruetisus sequences) and
tcrminalkm (polyadenylation signal, Icnnination CA sequence and GU-rícti downsueam element, /JIJO et al.. 1999) motives appear boxed. The sequences
conserved over Wi in í> pseudoobscum onologou* gene appear underlined. Numbehngon the leñ is for DNA sequence (+1 indícales the transcription staní
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Fig. 2. Múltiple alignmeni of the five TpnC gene producís of Droiophila melanogaster. Amino acid consef\aUon/i(Jei.city (•). silenl variaban («i (cDNA),
equivalen! varíation OÍ and non-cquivalcnt variatimi • in rclatuvn lo TpnC73F isoform texccpi in the four " posiünn.s in which TpnC25D is uwd). EF-hand
domains(with thc helines surrounding ihe loop rcgicms) are marVcd with boxes. Addirionof an I-lnr V aminn acid inthe centra] helix región is indicaiedhy an
annw. Key acidic amimiucid in core EF-hand setjueaecs are in the I si. 3rd. lAh, I ith and I2th positioiu.
of amino acids. especially in the case of DmTpnC73F and
47D. The distinction between equivalen! and non-equiva-
lont amjno acids highlíghts the conservation üf ihe fotirth
EF-hand in all TpnC genes. These dala strongly suggest ihat
we have indeed identifíed a new TpnC gene. Sílent changes
are uniformly disiríbuted across the sequences and at the 5'
and 3' ends some nucienlide triplets have been deleted or
tnserted in thc genes. Interestingly. the DmTpnC41F protein
bu ako an additional amino acid in the centre of the
sequence separating the two globular double EF-hands
domains of the dumbbell structure. This is an uncommon
characterístte in Troponin Cs, huí it is shared with its
Anapheles paralogous genes (unpublished results).
As already mentioned. the carboxy-terminal EF-hands is the
parí of thc sequence more highly consen-ed at thc amino acid
level. There are five positions within the functional core of ihc
EF-hand-i tha( use the side ehains of their amino acids tu bitid
caicium ions (Nakayama and Krctsinger, 1993). Thereforu.
DmTpnC25D
DmTpnC41F
the acidic amino acids present in these posttions in the four EF-
hands motives of each isoform were counted (Ftg. 2).
DmTpnC4lC gene presents a 2 - 4 - 2 - 4 acidic amino acids
distribution along the four EF-hands motives. DmTpnC4IF
presents a 4 - 2 - 2 - 4 acidic amino acids distribution.
DmTpnC47D and DmTpnC73F present I - 4 - 1 -4 auidic
¡imino acids. DmTpnC25D presents a l-2-2-4pattem.Thus.
three genes (DmTpnC4lC, DinTpnC47D and DmTpnC73F)
share the binding capabilittes of the second and fourth
EF-hands, while DmTpnC41F and DmTpnC25D change it,
4IF interchanging the caicium binding capabilUy of the two
N terminal EF-hands and 25D losing the binding capabilily of
the two amino terminal EF-hands. once more an intermedíate
property.
We repeated the comparison between cDNA and
genomic sequences with all Drosoph'tfa TpnC genes to
define sharply the siart and the finish of the transcrípts and





Fig. 3. Exonk-ütmetures of lheñveTpfiCci)dif>inggciKsnf Dnaophila metanogasier. 5' ends on Ihe ]cft W(k of the figure. Encoding región» shaded ¡n grey.
Broken lines indícale exon ctm^ervatiwi On the ríght. we show intron position conseoalion among the five genes (grey doLvi. m the same group of genes i bljck
dotsjor the gene-specific introns (while dots). Introns are delined hy scvcrjl numbenfoilowing Nakavama and Krct-ingen l'W^iannotation The firstnumher
indican» the BF-hand «quentially numbered from N lo C tenninus. The íecond mimber (following thc period) síww thr numherof the tesidue wilhin ihe EF-
hHnd Thc ihird numher (following the slashi indkates its phase: 0 mcans the liaron lies belween codbns. I mcans between firet and second nucleotides and 2
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intron conservador! describo! in chordate TpnCs (Yuasa and
Takagi. 2001), comparisons show thal intron positions are
hule conserved wilhin the Drosophila TpnC genes, ln fací,
using the extent of conserva!ion in severa) intron positions it
is possible to define three TpnC gene groups in Drosophila.
Group I containing intron 2.13/1. group III maintaining
intron 1.01/1 and group II lacking bolh 1.01 or 2.13/1
introns (scc the Icgcnd of Fig. 3 for an cxplanation of the
intron nomenclaturc).
In Fig. 4 we present a comparíson of the transcription
starts of the five genes. The variety in the number and
positions of these transcríption staris of the DmTpnC41C
gene are remarkable. The RACE analyses of the five TpnC
genes at two different steps of the development larval and
pupai stages gave similar results. It may be relevan! in this
respect that Díaz-Castillo (unpublishcd results) has found
thal the closely linked DmTpnC41C and DmTpnC41F
genes are located in the heterochromatin. They oceupy
targer chromosomal regions than the other two genes, a
well-known feature of other genes located in or cióse to
beterochromatin rich regions (Tulin et al.. 2002).
The exprcssion pretiles of the five TpnC genes during
Drosophila development were determined by RT-PCR
(Fig. 5A). They supporl thcir classification into three groups
based on intron and sequence conservación grounds. As seen
in the figure, group 1 genes (DmTpnC47D and 73F) are
expressed in the embryo during the period of larval
myogenesis in agreement with earlier Northern blot
analyses of Fyrberg el al. (1994) and the more recent
RT-PCR data of Qiu et al. (20031. The new group 111 gene,
DmTpnC41F, shows a Northern blot expression profile
(Fig. 5B) almost identical to that also published earlier for
the DmTpnC41C gene. DmTpnC41F is expressed only
during pupal development and in the imagoes. Actually. its
highest level of expression oceurs during myogenesis of
DBTpnC41C 5' OH
the adult muscics. The group II gene, DmTpnC25D. has a 393
different pattern of expression (Fig. 5B). sharing fcaturcs 394
of the other two groups. Thus, the different TpnC genes 395
show unique group-specific expression pattems during 396
Drosophila development. 397
More detailed RT-PCR analysis of different adult body 398
parts (Fig. 5C) confirmed thal DmTpnC41F gene is 399
expressed only in the thorax; more specincally, in the IFM 400
and in the tergal depressor of trochanter muscle. The 401
DmTpnC41Cgcneisexprcsscd inall parts of the imago; the 402
DmTpnC47D gene is only weakly expressed in the adult 403
abdomen* and gene DmTpnC73F is expressed mainly there. 404
DmTpnC25D in addition to its larval expression is strongly 405
expressed in adult heads and also, but weakly, in the inain 406
thorax muscles. 407
In situ hybridization analyses ( R g 6) showed that 408
DmTpnC73F was the only gene whose expression at high 409
levéis was detectable in the developing embryo. It was first 410
detected at stage 12 in the precursors of the visceral muscles 411
(Fig. 6A) and in skeletal myoblasts by embryonic stage 13 412
(Fig. 6B). At the end of embryogenesis, DmTpnC73F is 413
expressed in all embryonic muscle lineages: skeletal, 414
visceral, and the cardiac muscle of Ihe dorsal vessel 415
(Fig. 6C-E). DmTpnC73F expression was also detected at 416
high levéis in the skelelal muscles of the adult abdomen and 417
was observed at lower levéis in a subset of muscles in the 418
head(Fig GG.II). AlthoughexpressionofDmTpnC47D was 419
also shown by RT-PCR and Northem (Fyrberg el al., 1994) 420
to oceur at embryonic and adult stages, we were unable to 421
detect transcripta in the in situ's for this gene, may be due in 422
part to the low levéis of exprcssion of DmTpnC47D. In situ 423
hybridization experiments with DmTpnC25D did not detect 4:4
transcripts eilher. 425
In situ hybridizations of the type III TpnC genes, 426
DmTpnC4IC and DmTpnC41F, showed striking variations 427
2 1 9 2 8 4 2 8
429TAAOTJTAAAATGTrCCTGAATGTTGAGATGCATCCACAGAAGACACATAGCCCATATGTGTTTTAATCGCGTCAAT
ACCAAGTTTATTTCTCGTCTTCAA7TGTTTRTTTAGCTTTTAATTAACGGAGTGTTCAATTTTTTAATATTAGAGATTAATCCAAAGAGCTAAAAAAATO
1 5 e 3 2 1 1 1
D«TpnC4ir 5' DIB
AAMCTTGGTGATAATTGAAAGGTTTTCCTAAACCTTAGCGGTGTAATTTGATTTA 1 II 11IKMMMM
0«TpnC2SD 5 ' DTB
TTagTCGCGCCCGCAGGCCAACGCAGTTGGAACGCATTGGAGATTGGAATACTCGCTCGCTCGCAAATTGTCGTTTGGCCRACAGATACAAAATS
D*TpnC47D 5 ' OTO
TCMTCGTTAGCGGTGATCGATCTGGTGAACAACTAGCACAGGATTTAAAAro
DHTpaC73F 5 ' OTO
5 1
gCAgTTGGAACGAATACTCCGTGACGATCGCTTCGCAAGATTAGGCTGArCAGACAGATCCCATTGCCAAACATATACCCAAAAGTAGCAGCAACMO
Fig. 4. 5' UTO of the five genes TpnC-encoding gene* jn Dmxaphila mtlcitttigatter Mcthinnine initial cndnn i \ fG) and consensus stan of transcription
sequences are in bold. The digiis indícale the numher of delected cDNAs found with a stan al the immedjately belaw positíoa Excepl in the case of the
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Fig. 5 Temporal expresión profiles of i.hc five TpnC genes of Dnwopkila
melemogasier and in different parü of the imago. (A) RT-PCR analysis
during developmeni. (B) Northern bloc during development Uv the recendy
dcscribed genes (TpnC41F and TpnC25D). E. emhryos; P. pupae; A. adults
Numbers indícate hours of devclopment ai each *.uge eiccpt for thc larvae
in the rigrrt sitie, were t. 2 and 3 correspond lo fina, second and thinj instan.
(C| RT-PCK onalvsK in adult bodypans Íhead. !TMs. TDT and abdomen).
No tands were deiectcd in ihe absence of retro transe ripüon [dala not
shown). As an addiliunal test oí ibeir puríty. iba same RNA snmples
allowed thc identifica! ion of IFM vs TDT-spedfic Troponin T isoforms
lunpublished resulte) Both adutt grixip [11 isoíorms (upper) are stnxtgiy
cxpmsed in IfM and TDT libres bul 41F is thorax-spccirk and 41C
appean in head and abdomen also. TpnC25O has a mainly hcad-Npecitk
expression but is cxpres&ed in IFMs and TDT as weil acoonüng with iu
intermediate gremp II afüliation Insu-od. J7D is expressed only and vmtíg
in abdomen but 731- has some expression in IFMs in addition to its
abdoaiioal group I characteñsüc e
in Ihe expression levéis of these genes in diffcreni musele
types. DmTpnC41C transcripts were detected at high levéis
only in the tubular musties of ihe head and thorax. including
the TDT and muscles of ihe leg (Fig 6I.J). Transcripts of
this gene were not detected by in situ hybridizatíon in IFMs,
ñor in abdominal muscles. ahhough the RT-PCR data
presented above indícate that DmTpnC41C is broadly
expressed in ihe adull. !t has lo be remembered that the s e
RT-PCR lechnique allows a more sensitive detection of 506
transcripts. but thc in situ data give a bctier indication of the 507
rclative levcl of expression in thc diPfercnt muscles. 508
Similar results were obiained for DmTpnC41F 509
cxprcssion, which is heavily expressed in the FPM 510
musculature. bul was much less detectable in the TDTs 511
and muscles of the head and abdomen (Hig. 6K.I,). Qiuctal. 512
(2003) has also found ihat the corresponding orthologous 513
gene in Lethocerus indicas is also IFM-specific. We 514
conclude that DmTpnC41F expression in non-ribrillar .115
muscles (TDT) mas! be considerably lower than that sifi
observed for fibrillar (IFMJ musele types. 517
In this letter we have identified and characterized in 518
detail the Troponin C gene family in D. melanogaster. Five 519
genes constitute the complete TpnC repertoire. Our analysis 520
fea siL-nificantly advanced our knowledgc of the gene 521
struciurcs and temporal-spatial expression patterns. The 522
TpnC genes are dispersed within the genome. show variant 523
gene slructures, and different pattems of expression 524
throughout developmenl. All the available information 525
(intron position conservation, gene expression partem, 526
EF-hands properties. etc.) supports the classification of the 527
five genes imo ihree groups leading to a simpler, more 528
systcmaiic nomenclaturc independent of the gene chromo- 529
.somal locaüzation (see Tablc I). A more comprehensive 530
analysis which will be presented elsewhere. shows thai this 531
grouping is applicable to other inseets. Táble 1 summarizes 532
all the TpnC gene expression data (RT-PCR spatio-temporal 533
profiles, Northem blots and in situ hybridizations). They 534
are also supported by unpublishcd nsñtt obtained in 535
D. subobscura and D. virilis. DmTpnC73F, TpnC la, shows 536
a general, wide expression paitern. with a máximum level in 537
abdominal hypodermal muscies. DmTpnC47D. TpnC Ib, is 538
mainly expressed at thc larval stage of devclopment. On the 539
other hand, DmTpnC41C. TpnC Ola and DmTpnC4IF, 540
TpnC nib. are almost exclusively expressed in adults. 5-íl
Expression of Drosophtla TpnC Ulb is largely restricted to 542
the thoracic muscles that powcr and control ñight, with 543
máximum expression levcls in IFMs. The fifth gene, 544
DmTpnC25D (TpnC II) has a mixed pattern of expression. 545
It is readily expressed in aduhs. mostly in heads, but 546
also shows a broad pattern of expression as Drosophtla 547
TpnC la does. 548
Thc high variability in gene structure and expression 549
patterns that we observe for TpnC genes suggest that their 550
origin has not been via a recent gene dupücation, but 55!
represents the result of an ancieni evolutionary series of 552
events which have been retained by selective fortes. Whal ¡s 553
the functional significance of retaining a large number of 554
TpnC genes in invertebrate genomes with variant patterns of 555
expression? A common argument is thai this variation 556
allows for fine-iuning of tissue-speciñe fundióos, and it has 557
been clearly demonstrated on a number of occasions that 558
there ís a funclional non-equtvalence between isoforms of 559
structural musele proteins (see for examples Wells et al., 560
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Fig.6. Tissue-specific eupression pattcms of D. melannga.wr TpnC genes. Left: A-F. expression of TpnC73Fduring embryogenests. (A) Expression is tirst
detected in precursors of the visceral anudes (vm) at stage 12. (11) üxpression is subscqucnily detected in skeleta] myoblasU (sin) b> laic suge 13, and
contiauing in skcletal muscles al stage 16 (C). (D) Ventral view showing visceral muscle expression «1 stage 16, ÍE) Dorsal view showing expression in the
dorsal vesscl (itv) al stage 16. (F) Stuge 21 embryo hybridized wiih a TpnC?3I- sensc probé shows a specilk exprc&ston. Alt embryo-. are orienled wiih anterior
to the left anti dorsal sidcuppennosttinlesüothcr^'iscindicaied. Bar, 100 p.m. Right: G-L. expression of various TpnC genes in cryosections of pbnraie adulis.
(G) TpnC73F exprcssion was predominan! i y deiected in die supercontractilc skeletal muscles of the abdomen (SCM) and in muscles of the head (HM. inseij.
(H) No specific hybridizalion was detected wiih a TpnC73F sense probé. (T) TpnC41C transcripls werc dececied at high levéis only in the tubular muscles of tbe
ihonu. including the tubular depressor of the trochante* muscle (TDT). iJ) No specific hybridization was detected with a TpoC41C sense probé. IKI TpnC41F
transcnpts were derected ai high levéis only in the ñbríllar indirect flight muscles (II M). AII secciom are oríenied with anterior to the left and dorsal side
uppermost. Bar, 250 um.
1996; Fyrberg et al., 1998). This hypothcsis is consislenl
wiih our observations that the D. metanogaster TpnC genes
show large varíation in gene expression paaems during
dcvelopment. We have previously argued that such a
conservation in expression pattem provides supporting
evidence for the presence of functionally distinct tsofornis
within a gene family (Luvato et al., 2(H)1). A further
prediction of the model that different TpnC genes exist to
provide tissue-specific fiínctions is that munuions in these
genes should have tissue-specific phenotypes. It is interesi-
íng that the muscle actin gene repertoire has also reached a
high copy number of four in both D. melanogaster and
D. virtlis. Two of the D. melanogaster genes, Act57B and
Aa87E have a similar expression pattern as the typc I
Troponin C genes, DmTpnCIa and DmTpnCIb, while the
Aci79B and Act88F genes (and their D. viriÜs paralogous)
are expressed only as adult type ÍTT genes (Fyrtx.-rg el al..
1983; Lovato el al.. 2001) Furthermore. the specific
expression of Aci79B in tubular muscles and Act88F in
fibrillar muscles is also rcflccted by the enrichments of
TpnCÜIa and TpnCIÜb in tubular and fibrillar muscles,
respectively.
In summary. the varialion that followed genetic dupli-
cation events in the evolutionary linc of inseets has allowed
the accumulation of expression proñle changos of the new
genos as changes in the structure and function of their
protein producís. Once the phenotypic consequences of
these changes become cícar. we may understand the logic
behind this varíation.
1. Materials and methods
/./. Expression profiles ofthefive TpnC genes of
DrosophUa meianogaster
D. meianogaster Oregon R was used as a wild-type
strain. Whole animáis were collected at different devetop-
menta] stages, and adult body parís (head, thorax and
abdomen) were dissected in cold acetone at — 70 °C.
Tablel
Summarv of spatio-tcmparal expresskm prolites of Troponin C genes in different muscle types
Gene ñame Ahemativc ñame based on sub typc Pupac
TpnC 73F TpnC la
TpnC 47D TpnC Ib
TpnC 25D TpnC II
TpnC 4IC TpnC lila
TpnC4IF TpnCIlIb
Expression results are compited here. from —for no expression to •+- + + for high expression leveh in [h¿ (iiíTcrent muscles types ai Drosophita. A simple!.
more genera], altemative designation for the genes in the family is introduce^ in the tabte. Genes are named fira by its type (I. II or 111) followed by a letter if
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Spccihc muscles (IFM or TDT) were recovered from
animáis pre-lrcatcd for at least 1 wcek in dchydniting
acetan solulion which facilítales thc fibre isolation. RNA
was extracted using TRIZOL Reagcnt* (Gibco). Reverse
Iranscription was performed using oligo-dT (1 u-g) upon
total RNA (2 u-g). Spccific probes wcrc dcsigned for cach
gene, based on known O. mehnogtister scqucnccs and PCR
were carried out upon producís of reverse transcription
(30-35 amplitication eyeles of 94 "C/30 s, 55-50 °C/45 s.
72°C/45s) and the RT-PCR produets wcrc eloned for
sequencing.
The complete cDNAs sequence of thc five TpnC genes
were obtained using RLM-RACE (Ambion) to idenlify the
exact beginnings and endings of transcription and the
number of times the transcription starts or ends in these
positions.
1.2. Norlhern biol analysts
Northern blotting of slaged tota! RNA samples was
performed using standard procedures (Sambrook et al.,
1989). Fractionated RNAs were transferred to Hybond N +
(Amcrsham) and hybridized with radioactively labelled
probes for each gene. To ensure that equivalent amounts of
RNA were present in samples for each developmental
timepoinl, blots were also bybridizcd with a probé directed
against the unique 3' IJTR of the Act5C cytoplasmic actin
gene (Fyrberg el al.. 1983).
1.3. In silu hyhridizalion proíocols
In situ hybridization to delect embryonic pattems of gene
expression was performed as described by O'Neill and Bicr
(19941 upon embryos aged 0-18 h afler egg laying. In situ
hybridization for adult muscles was performed as described
by [.ovalo et al. (2001) upon cryosections of pharate
adult pupae.
1.4. Sequence manipulation
The genomie sequences of the five TpnC genes were
obtained from FiyBase (Adarm el al.. 2000). as well as
Fyrberg's (1994) loealed iranscripts. DmTpn25D and
DmTpn41F complete Iranscripts were submitted to Ihe




DmTpnC73F: (FBgn0010424/NM079398). The cDNA and
genomic sequences of the five TpnC genes were compared
using Gene Jockey II (Biosofl) or Bioedit (Hall. 1999), and
oligonucleotide probes were designed using Oligo 4.0
(National Bioscicnces. Inc.).
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